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OZET

DEGISIK STRES KAYNAKLARINA MARUZ BIRAKILAN SiVAS KANGAL
BALIKLI KAPLICADA’KI (CYPRINIDAE) BALIKLARDAN HSP 70
SAFLASTIRILMASI
SULE (OKAN) BOZKALE
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Dog. Dr. Yusuf TUTAR

2010, 75 sayfa

Ulkemizde Doktor Baliklar olarak tanman baliklar, Cyprinidae’ya ait olan Cyprinion
macrostomus ve Garra rufa obtusa’dir. 39 °C nin {lizerindeki sicak sularda baliklarin
yasadigina dair bilgiler vardir. Kaplicada ortalama sicaklik yil boyunca 35 °C dir. Bu
ortamda bir¢ok zorluk, yiiksek basing, diisiik oksijen miktari, asir1 sicaklik, besin
kithigi, agir metaller ve enfeksiyon siirekli fizyolojik stres olusturur.

Mutasyonlar veya g¢evresel stres, proteinlerde hasara neden olur. HSP70 stres
altinda proteinleri korur. Katlanmamis proteinlerin  kiimelesmesini  Onler.
Katlanmamis ve yanlis katlanmis proteinler arasindaki dengeyi saglar. Hsp70
proteinlerinin 1s1 soku korumasi, bazi proteinlerin organellere iletilmesi, sitozolde
proteinlerin katlanmasina yardim gibi biyokimyasal fonksiyonlar1 vardir. Bu
islemleri Hsp40 (ko-saperon) ile etkilesimle gerceklestirirler. Hsp70 proteinleri ayni
zamanda polipeptitlerin kararli konformasyona erismesine de yardimci olurlar. Hiicre
icin hayati oneme sahip olan bu makro molekiiller peptitlere baglandiklar1 zaman
ATP hidrolizlerini artirirlar ve peptitin ii¢linciil yapisini bulmasina yardim ederler.
Ayni zamanda ATP hidrolizi de peptite baglanmayi artirir.

Balikli ¢ermikte bulunan iki tiir baligin stres faktorlerinden stirekli
etkilenmesine ragmen hayatta kalmalar1 iyi bir model olacag diisliniilmistiir.
Modelleme ¢aligmasinin ilk amaci stres etmenlerin ve engelleyici faktdrlerin
taninmasidir.

Baliklardan Hsp70 DEAE ve jel gegirgenlik kromatografisi ile saflastirildi.
Hsp70 in substrat katlama 6zelligi liisiferaz ile luminometri kullanilarak tespit edildi.

ATP hidroliz deneyleri i¢in fosfata bagli bir mekanizma secildi. Hsp70 in AG degeri



baliklarda yaklagik 30kj/mol olarak bulundu. Stres etkileri sonucunda balikli
kaplicadaki Garra rufa obtusa ve Cyprinion macrostomus baliklarda Hsp70
miktarinda artis gdzlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Stres, norodejeneretif hastaliklar, balik biyolojisi, 1s1

sok proteinleri, aging
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ABSTRACT

ISOLATION OF HSP70 UNDER DIFFERENT STRESS FACTORS FROM SIVAS
KANGAL HOT SPRING FISH SPECIES (CYPRINIDAE)

SULE (OKAN) BOZKALE
Master of Science Thesis, Department of Chemistry
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Yusuf TUTAR
2010, 75pages

Talented two fish so called "Doctor fish" in our country are Cyprinion macrostomus
and Garra rufa obstusa from Cyprinidae. It was known that some fish species
survive above 39 °C in hot waters. The mean temperature in the hot spring is around
35 °C. Several difficulties such as high altitute, hypoxia, temperature, food
deprivation, heavy metals and infection may form physiological stress.

Mutations and environmental stress can cause damages in proteins. Hsp70
protects proteins under stress. It prevents aggregation of unfolded proteins. It
maintains the equilibrium between unfolded and misfolded protein. Hsp70 has
several functions such as heat shock protection, transportation of some proteins to
organelles, assisting to protein folding in cytosol. It perform all these actions with the
help of Hsp40 (co-chaperon). Hsp70 also helps polypeptides to reach their stable
native conformational state. These macromolecules which are essentail for cell
increase ATP hydrolyses upon binding to substrates and help them to find its tertiary
structure. By the same analogy, ATP hydrolyses increases peptide binding.

It is proposed that the two fish species are ideal model since they survive
under constitutive stress. The first aim in modelling study is to identify stress and
preventive factors.

Hsp70 from the two fish species was isolated by DEAE and gel permeation
chromatography. Hsp70's substrat folding property was determined by employing
luciferase and luminometry. A phosphate dependent mechanism for ATP hydrolysis

experiments was selected. Hsp70 AG value of fish species was calculated as

il



30kj/mol. Stress factors caused Garra rufa obtusa ve Cyprinion macrostomus fish

species a considerable increase at Hsp70 levels.

Keywords: Stress, neurodegenerative diseases, fish biology, heat shock

protein, aging
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1. GIRIS

Modern stres aragtirmalar1 Ritossa’nin yaptigi arastirmalar ile baglamistir. Ritossa, rutin
hiicre gen ekspresyon mekanizmasinin stres durumlarinda tekrar programlanma ile
hiicre stres cevabi olusturdugunu ilk tespit eden kisidir (Ritossa, 1962). Drosophila
melanogaster’da 1s1ya bagli spesifik degisiklikleri tanimlamigtir. Bu gézlemden 10 yil
sonra aragtirmalar protein diizeyine c¢ikmigstir. Hiicrede normalde genis bir protein
dagilimi goriilmektedir. Stres durumlarinda rutin sentezlenen protein miktarlarinda
azalma ile birlikte strese bagli protein sentezinde artma goriilmiistiir. Stres durumlarinda
sentezi artan bu grup proteinler heat shock protein (Hsp) olarak tanimlanmistir ve
molekiiler agirliklarina gore gruplandirilmiglardir. Hsp-70 insan viicudunda iyi

tanimlanmis tip olup 70 kDa’luk bir proteindir (Cristoph, 2005).

Balik organizmalarda stresi c¢alismak i¢in 1iyi bir modeldir. Cyprinion
macrostomus (vurucu) ve Garra rufa obtusa (yalayici) Sivas Balikli Kaplicada yasayan
iki Cyprinidae tiiriidiir. Bu tiirler 40 °C ye varan sicakliklarda yasarlar fakat normal
yasama sicakliklar1 en fazla 25 °C’a kadardir. Kaplicada ortalama sicaklik yil boyunca
35 °C dir. Bu ortamda bir¢ok zorluk, yiiksek basing, diisiik oksijen miktari, asiri
sicaklik, besin kitligi, agir metaller ve enfeksiyon siirekli fizyolojik stres olusturur.
Tiim bu etkiler doku ve hiicre homeostaz1 kaybina yol agar. Ustelik bu etkiler serbest
radikal iiretimini tetikler. Kaplica suyu ¢oziinmiis selenyum igerir ve selenoenzimlerle

birlesen 6nemli bir mineraldir (Ozer ve ark, 1987).

1.1 Sivas Kangal Balikh Kaphca’daki Bahklar
Sivas ili Kangal ilgesinde bulunan kaplica (¢ermik) , iilkemiz boyutlarinda deri ve
romatizmal hastaliklarin tedavisinde biiylik bir iin yapmistir. Bu kaplicanin iinii ve
onemi Ozellikle ig¢inde yasayan baliklardan ileri gelmektedir. Kaplica suyunun yil
boyunca 35+0,5°C de olmasi ve kimyasal igerigi nedeniyle ¢esitli hastaliklara iyi
geldigi ve camasirlart beyazlattigi yore halki arasinda ¢ok yaygin bir kanidir. Diger
yandan kaplica suyunda yasayan baliklarin buraya giren insanlarin deri ve yaralar
tizerinde beslenmeleri nedeniyle deri hastaliklarina ¢ok iyi geldigi kanisi ise oldukca
onem kazanmistir (Brown, 1957).

Yeryiiziinde genis bir dagilim gosteren kaplicalar sicak, temiz, bir¢ok mineral
iceren ve genellikle oksijen yoniinden fakir su kaynaklaridir. Besin zinciri agisindan da

fakir olan bu sularda bazi balik tiirlerinin yasadig1 bilinmektedir. 39 °C nin tizerindeki



sicak sularda baliklarin yasadigina dair bilgiler vardir. Bu tiir sicak sularda yasayan
baliklarin ¢cogu Cyprinidon cinsine ait baliklardir. Baz1 Cyprinidae familyasi iiyeleri de

sicak sularda yasayabilmektedir (Brown, 1957, Al — Habib ve Al — Habib, 1979).

Sekil 1.1.1 Sivas Balikli Kaplica’daki baliklar
(http://www.akvaryum.com/forum/doktor,kangal_baligi (gar k313539.aspEge Uni,
[zmir, 2725s).

Doktor Baliklar; Ulkemizde iyi tanman ve bu sekilde isimlendirilen baliklar,
Cyprinidae familyasina ait olan Cyprinion macrostomus ve Garra rufa obtusa olup fito
ve zooplankonla beslenirler. Yeterli beslenemediklerinde gelisimleri gecikir ve
saldirganlagirlar. Dolayisiyla bulunduklari havuzlara giren insanlarin viicuduna
yonelirler. Baliklar, suyun etkisi ile yumusayan ve kolaylikla koparilabilen hastalikli
deri plakalarini tercih ederler. Boylelikle kabuklar uzaklasir, az miktarda kanama olur
ve yara, yiliksek diizeyde selenyum icerdigi icin iyilesmesinde etkili olan su ile giin
151¢1na maruz kalir. Bu islem, sedef hastaliginin ve abseli bolgelerde irinin akarak %100
iyilesmesini saglar (http://www.cumhuriyet.edu.tr/sivas/sivas05.html.,Undar, Akarpinar,

ve Yanikoglu, 1990).


http://www.cumhuriyet.edu.tr/sivas/sivas05.html

Sekil 1.1.2 Sedef hastaligini tedavi eden doktor baliklar(http://www.sivasinternet.net/)

Garra cinsinin dahil oldugu Cyprinidae familyas1 tiir sayis1 bakimindan en zengin
ve en Onemli balik familyalarindan biridir ve diinyanin farkli bolgelerine yayilmigtir.
Tiirkiye’de bulunan kemikli baliklarin biiyiik bir kismi1 bu familyaya aittir ve yaygin
olarak tatli su kaynaklarinda bulunmaktadir. Diinyada bu familya yaklagik 1500 tiirle
temsil edilir ve bunlarin 30 cins ve 70 tiirii Tiirkiye’de bulunmaktadir. Cyprinidae
familyasina ait Garra cinsi 0zellikle lilkemizin giiney bolgelerinde yaygindir ve 2 tiirle
temsil edilmektedir (Kuru. 1971, Kuru. 1979). Bunlardan 6zellikle “doktor balik™ olarak
adlandirilan Garra rufa obtusa Sivas ¢ermiklerinde yiiksek sicaklikta yasamakta bir¢cok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. G. Rufa 6zellikle sedef hastalig1 ve ¢esitli deri
hastaliklarinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Ergene, Goziikara ve Cavas, 2001).



Sicaklik ve iyonik bilesim agisindan mevsimsel bir degisim gostermeyen

kaplica suyunun 6zellikleri;

Renk

Tortu

pH

Toplam sertlik

Sicaklik

Coziinmiis oksijen

Serbest H,S

[letkenlik

Serbest CO»,

Radyoaktivite

Toplam alfa aktifligi

Toplam beta aktifligi

Radon (Rn-222)

Radyum (Ra-226)

Uranyum (U-238)

: Cok hafif sar1 berrak
: Yok

. 7.20-7.25

:32.23

1 35+0,5°C

: 4.41+0.30
: Yok
: 590 ( pumho)

: 8.88mg\L

:3.77+0.81 ,CilL
£ 5.03+1.57 ,Ci\L
: 180 ,CilL
: 0.59 ,CilL

: 0.842 mg\L



1.2 Cyprinidae

Kaburga ve kas yapisi; Cyprinidae tiirtindeki baliklarda kaslar aras1 kemiklerde denilen
dorsal kaburgalardan baska kaslar arasi kemiklerde vardir. Bunlar miyoseptumlar
boyunca uzanan ve tiirlere gére Y ve C harfi big¢iminde ya da diiz olabilen ince
kemiklerdir, omurlarin c¢esitli bolgelerine baglanir ve baglandiklari yere gore
adlandirilirlar (Demir, 2009).

Sindirim sistemi; Cyprinidae tiirlerinde mide yoktur. Ancak diger baliklarda
genellikle mide vardir.

Baliklar iireme stratejilerine gore smiflandirildiginda; Cyprinidae familyas:
yumurta gizleyiciler (yumurtalar gomiiliir ya da baska bi¢imde gizlenir) grubunun
ostrakofiller (yumurta canli omurgasiz hayvanlarin kabuklari i¢ine gizlenir) alt grubuna
girer (Demir, 2009).

Kimi yirtict baliklarin beyni, toplam viicut agirligimin % 1’inden daha az olabilir.
Oysa Cyprinidae’nin birgogunda onun iki kat1 kadardir (Demir, 2009).

Tat alma duyusu; Palatal organi olan Cyiprinidae familyasiyla yapilan deneyler,
bu baliklarin seker ve diger tatli maddelerin, asitlerin, amino asitlerin, birgok tuzun,
kinin ve benzeri act maddelerin tadini, tiikiiriik, siit, toprak solucani dziitii, balik derileri
ve benzer maddelerin Oziitlerini de alabildiklerini gdstermistir. Viicudun g¢esitli
kisimlarindaki tat alma reseptorlerinin tat alma yeteneginin ve gesitli degerlerinin farkl
olduklarin1 ve tiirler arasinda da dikkate deger farklar bulundugu, yine deneysel olarak
saptanmistir. Bununla birlikte genel olarak baliklarin tat alma duyusu insaninkinden
daha fazla geligmistir. Ornegin Cyprinidae’de sakkaroz igin esik deger, insaninkinden
500 — 900 kez daha kiiciiktiir. Fruktoza kars1 duyarlilik insaninkinden 2500 kez, sodyum
kloriire karsiysa yaklasik 200 kez fazladir (Demir, 2009).

Koku alma duyusu; Baliklarin kokulara karsi duyarliklar tiirlere gore cok degisir.
Kokulara kars1 tepkileri ise yalnizca tiirlere gore degil daha oOnceki bireysel
ogrenimlerine gore de degisir. Birgok tiir balik, besinlerini koku alma yardimiyla arar ve

bulur. Bunlar arasinda baslica Cyprinidae tiirii bulunmaktadir (Demir, 2009).

Cyprinidae familyas1 diinyadaki en biiyiik ikinci familya olup, tatli sularda en ¢ok
yayilis gosteren birinci familyadir. Giiney Amerika ve Avustralya disinda tiim kitalarda
bulunmaktadir. Bu dagilis sekliyle ilksel tatli su baliklar1 olup, denizler arasinda goc
etmediklerine isaret edilmektedir (Durand ve ark., 2002). Bu familyayla ilgili

filogenetik baglantilar1 belirlemek, biyocografik veriler elde etmek amaciyla ¢ok sayida



molekiiler filogenetik ¢alisma yapilmistir. (Brito ve ark., 1997; Briolay ve ark., 1998;
Gilles ve ark., 1998; Zardoya ve ark., 1999; Durand ve ark., 2000; Tsigenopoulas ve
Berberi, 2000; Machordom ve Daodrio, 2001).

G. rufa ve C. macrostomus tirleri Cyprinidae ailesinin tiyeleridir. Cyprinidler
Asya ve Afrika’nin gesitli yerlerinde ¢cok genis bir dagilim gosterdikleri halde, 1liman
bolgeler disinda gittikge azalmiglardir ve 6zellikle soguk iklim bolgelerinde tamamen
yok olmuslardir( Geldiay ve Balik, 1988 ). Cyprinidae ailesi iiyelerinden olan Cyprinion
cinsinin tahminen Indus’ tan batiya dogru dagildig1 diistiniilmektedir (Howes, 1982).
Ailenin {ist smir1 sayillan Mytus ve Mastecembelus’lar da dahil olmak iizere
Cypinion’lar Iran’m biiyiik bir kisminda yoktur. Esas yayilis sahas1 Hindistan, 6zellikle
[ran-Irak olmak iizere &n Asya, Firat ve Dicle nehir sistemlerini kapsayan bu tiir,
dogudan iilkemize de girmistir, ancak Tarsus (Mersin) civarina kadar uzanabilmistir.
Adana, Antakya ve Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde yasadigi bilinen bu tiire iliskin
bugiine kadar Asi, Dicle ve Firat nehir sistemleriyle Berdan Suyu’ndan (Tarsus) kayitlar

verilmistir (Geldiay ve Balik, 1988).

1.2.1 Garra rufa obtusa (HECKEL, 1843)
Tiirkce ad1: Yagli balik, kaya balig

Yerel adi: Kaya balig1

[k bulunus yeri: Halep

garra rufa obfusa
(psoriavis)

Sekil 1.2.1 Garra rufa obtusa drnekleri

(http://banditosbanditosbanditos.typepad.com/weblog/2007/06/index.html)

Garra rufa obtusa bireylerinin viicutlari nispeten ince uzun, silindirik yapida ve
iri pullarla ortiiliidiir. Burun ucu kiittlir ve iizerinde kabarciklar bulunur. Agiz ventral

konumlu ve hilal seklindedir. Agiz etrafinda iki ¢ift kisa biyik bulunur. Dorsal ylizgec



ventral ylizgeclerin Oniinden baslar ve serbest kenar1 diizdiir. Standart boy viicut
yiiksekliginin yaklagik olarak 4,5 -5 kati kadardir. Burun uzunlugu standart boyun
1/12’s1 kadardir. Dorsal ylizge¢ uzunlugu standart boyda 6.11 defa bulunur. Standart
boy predorsalin 2 kat, kuyruk sapi1 uzunlugunun ise yaklasik 4 kati kadardir. Burun
uzunlugu bas boyunda 2.82 gbz capi ise bas boyunda ise 5-6 defa bulunur. Biyik
uzunlugu standart boyun yaklasik olarak 1/34.5’1 kadardir. Kuyruk sapi uzunlugu /
Kuyruk sap1 yiikseksekligi oran1 2,3 ve bas boyu/ biyik uzunlugu orani ise yaklasik
olarak 8 olarak bulunmustur. Renkleri biitiin viicutta ayni olup genellikle agik
kahverengidir. Ancak 6zellikle sonbahar ve kis aylarinda renkler biitiin viicutta ayni
olmadigr ve viicuda diizensiz bir seklide dagilmig siyah lekelerin bulundugu
belirlenmigtir. Alt dudagina bitisik ve gayet iyi gelismis tutunma organi (vantuz)
sayesinde ¢cok hizli akan akarsularda bile kolaylikla yasama olanagi bulurlar. Boylar1 en

fazla 19 cm kadardir (Undar ve ark., 1990).

1.2.2 Cyprinion Macrostomus (HECKEL, 1843)
i1k bulunus yeri: Halep, Musul
Tiirkge: Beni balig1

Sekil 1.2.2 Cyprinion macrotomus 6rnegi

(http://www .psoriasisfishcure.com/researches/doctorfish.htm)

Yanlardan yassilagsmis olan viicut yiiksektir ve her tarafi iri pullarla ortiiliidiir.
Maksimum viicut yiiksekligi standart boyda 2,8-3,7 defa vardir. Bas boyu viicut
yiiksekliginden daha kisadir. Miiso kiit, agiz ise ventral pozisyondadir. Alt dudak iist
dudaga nazaran ¢ok kalin ve piirtiiksiizdiir. Agiz etrafinda gayet kisa bir ¢ift biyik

bulunur. Dorsal yiizgecin en uzun basit 1s1n1 gayet kuvvetli kemiklesmis olup arka
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kenar1 testere disi gibi tirtiklidir. Kuyruk yilizgeci derin girintili ve loplarinin ucu

sivridir. Boyu 15-17 cm civarindadir (Geldiay ve Balik, 1988).

Viicut rengi genellikle her tarafta homojen olup, peritoneum siyah renklidir.
Viicudun yan taraflarinda diizensiz sekilli ve sayilar1 6-8 arasinda degisen siyah renkli
benekler vardir. Ayrica solungag kapaklari tizerinde de gri-esmer kiiciik lekeler bulunur.
Bu baliklar, akarsularin zemini kumlu ve ¢akilli olan zonlarmma yakin yerlerinde

yasarlar. Biyolojileri hakkinda yeterli bilgi yoktur (Geldiay ve Balik, 1988).

Esas yayilis sahas1 Hindistan, 6n Asya, Dicle ve Firat nehir sistemlerini kapsayan
bu tiir, Dogudan iilkemize de girmistir, ancak Tarsus (Mersin) civarmma kadar
uzanabilmistir. Bu giline kadar Asi, Dicle ve Firat nehir sistemleriyle Berdan suyundan

(Tarsus) kayitlar verilmistir (Geldiay ve Balik, 1988).

1.3 Hsp 70

1962°de Ritossa tarafindan kesfedilen Is1 Sok Proteinleri (Hsp); ilk olarak yiiksek 1siya
maruz birakilan Drosophila (sirke sinegi) tiikriikk bezi hiicrelerindeki kromozomal
kiimelerde tariflenmistir (Rylander ve ark., 2005). Takip eden onlu yillarda; bir¢ok
arastirmaci Hsp’lerin filogenetik olarak prokaryotlar, mayalar ve bitkilerden dkaryotlara
kadar biitiin organizmalarda bulunan c¢ok korunmus familyalardan biri oldugunu
gostermiglerdir (Milani ve ark., 2002). Hsp’lerin kesfinden sonra; iskemi, hipoksi,
basing artmasi, agir metaller, serbest oksijen radikalleri, protein kinaz C, kalsiyum
ajaninin artmasi, etanol, amino asid ve glukoz analoglari, inflamasyon, sodyum arsenit,
hormonlar, antibiyotikler, sitokinler ve enfeksiyonu igeren stresin yogun oldugu
durumlarda Hsp yiikselmesinin tetiklenebilecegi izlenmistir (Rylanderve ark., 2002).
Hsp ekspresyonunun artmasi gelisim ve farklilagsma gibi normal fizyolojik durumlarin
sonucuyla da uyarilabilir (Rylander ve ark., 1999). Ozellikle Hsp 70 ve 27 ‘nin yiiksek
11, iskemi, oksidatif stres ve antikanser ilaclarla uyarildigi izlenmektedir (Rylander ve

ark., 2005).



Is1 Arti;1 Fizyolojik stres

Kimyasal
faktdrler

Agir
Metaller

Sekil 1.3.1 Is1 sok proteinleri etkileyen faktorler

1.3.1. Protein Katlanmalar: ( Folding )
Proteinlerin fonksiyonlarini yapabilmeleri i¢in dncelikle yapisal olarak uygun sekilde
katlanmalar1 gerekir. Bu sayede yapisal gorevlerini gergeklestirebilmeleri igin

gereksinim duyduklari ti¢ boyutlu yapiy1 kazanirlar.

Sekil 1.3.2 Proteinlerin ii¢ boyutlu yapida katlanmalar1 (Tutar, 2006)

Kiiciik tek domain proteinler i¢in es zamanli polipeptit katlanmalar diisiik

derigimlerde, diisiik sicaklikta meydana gelir.



W — O

Sekil 1.3.3 Eszamanli polipeptit katlanmalar (Tutar, 2006)

Protein derisiminin yiiksek oldugu sitozolde, 1s1 sok proteinleri protein katlanmasi
icin gereklidirler. Ozellikle, yiiksek sicakliklarda ve biiyilk multi-domain protein

katlanmalari i¢in gereklidir.

g—@‘@@

®© &

Sekil 1.3.4 Molekiiler saperonlar yardimi ile protein katlanmalar1 (Tutar, 2006)

Mutasyonlar veya gevresel stres, proteinlerde hasara neden olur. Eger yanlig
katlanmis veya zarar gormiis proteinler belli bir kritik noktanin {istiinde birikirse,
norodejeneratif ( sinir hiicrelerinin tahrip olmasiyla olusan) hastaliklara neden olur.

Huntington, Parkinson, Alzheimer ve Lou Gehrig bu tip hastaliklara 6rnek verilebilir.

1995 yilinda insandaki 1s1 sok genini ilk defa klonlayan Profesér Morimoto “is1

sok tepkisinin diinyadaki biitiin canlilarda ortak 6zellik’” oldugunu ifade etmistir.

1.3.2 Hsp (Heat Shock Protein) Ailesi

Hsp’ler molekiiler agirliklarina gore familyalarla karekterizedir. Tipik olarak Hsp 78,
75, 60 ve 10 organellerde bulunur. HspSP 110, 90, 73,72 ve 20 niikleus ve sitozolde
mevcutur. Her bir Hsp’nin bir¢ok belgelenmis fonksiyonu vardir ve hiicre iginde ¢esitli
lokalizasyonlarda bulunurlar (Rylander ve ark., 2005). Seliiler seviyede Hsp’ler
endoplasmik retikulum, mitokondri, sitozol ve niikleusta giinliik streslere cevap olarak

diisiik seviyelerde vardir (Rylanderve ark., 2005; Terzioglu ve ark., 1999).
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Onemli Hsp Aileleri

Saperon Molekiil topoloji Fonksiyon Yapi
Hsp100 (ClpB) [ ] a Bozulma igin ATP 've N-terminal domain
bagmh toplanmarmalar Cézimlenen NBD1
ve agimalar
Hsp90 protemler igin goklu  steroid hormon alicilarinmn Cémimlenen
Sp baglayict yer uygun matiirasyonu ATPaz domain

| I\'P7 0(Dnak) /» Gengletilen polipeptitlerin Ay olarak ¢ézimlenen

hidrofobik bélgelerinin ATP 've ATPaz domain ve peptit

bagl stabilizasyonu baglayict domain
) .
Hsp60. Hspl0 % Dogal durumda ATP 've ¢ 6zimlendi
(GroEL. GroES) L bagh protein katlanmast
Kucuk Hspler farkh oligomerler ~ Stabilizasyona kargt 151 oku Bazlan ¢ozimlendi

strasinda kiimelegme

Sekil 1.3.5 Onemli Hsp Aileleri

1.3.2.1 Hsp 100

Fizyolojik kosullar altinda bu protein molekiiler saperonlar gibi fonksiyon gostererek,
proteinlerin yeniden diizenlenmesinde gorev alir. Hsp 100 protein kiimelerini ayirmak
i¢in onlar1 eritir. Ozellikle Hsp 100 ailesi i¢inde yer alan Hsp 104 yeni toplanan
proteinleri kurtarma yetenegine sahiptir. Ayrica Hsp 100 mayalarda sicaklik toleransinin
kazanilmasinda da gorev alir (http://www.cs.stedwars.edu/chem
/Chemistry/Chem43/Chem43/HSP/Structure; Pockley, 2001). Bitkilerde Hsp 100 belli

bir 1s1 toleransindan sonra kapasitesini yitirir.

1.3.2.2 Hsp 90

Hsp 90 proteinlere baglanarak onlarin aktivasyonunu ve katlanmasini diizenler. Geri
katlanan peptidlerin kiimelesmesini oOnler. Sitoplazma ve endoplazmik retikulumda
bulunur. Endoplazmik retikulumda en fazla bulunan 1s1 sok proteinidir
(http://www.cs.stedwars.edu/chem/Chemistry/Chem43/Chem43/HSP/Structure).  Hsp
90, HSF1 (Is1 sok faktor-1)’in fizyolojik kosullarda durumunun dengelenmesinde gorev

alir.
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1.3.2.3 Hsp 70

Hsp 70 sitoplazma, ¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve mitokondride protein
tasinmasina katilir (www.elsevier.com/locate/immpharm). Stres altinda proteinleri
korur. Katlanmamis proteinlerin kiimelesmesini onler. Katlanmamis ve yanlis katlanmis
proteinler arasindaki dengeyi saglar. Polipeptitleri birbirine baglar. Hsp 70 HSF’ nin
aktivitelerini diizenler ve 1s1 sok proteinlerin transkripsiyonunun kontroliinii saglar.
ATP’ye baglanir ve ATPaz aktivitesi gosterir (http://www.cs.stedwars.edu/chem
/Chemistry/Chem43/Chem43/HSP/Structure; Pockley, 2001) E.coli ve insan Hsp 70
amino-asit zinciri %50 benzerdir.

Hsp70 proteinlerinin 1s1 soku korumasi, bazi proteinlerin organellere iletilmesi,
sitozolde proteinlerin katlanmasina yardim gibi biyokimyasal fonksiyonlar1 vardir. Bu
islemleri Hsp40 (ko-saperon) ile etkilesimle gergeklestirirler. Hsp70 in kristal yapisi
bulunamamasina karsin domainleri ayr1 ayr1 kristallendirilmis ve domainlerin
oryantasyonunun Sekil 1.3.6 daki gibi oldugu tahmin edilmektedir (Jones GW ve
Masison DC. 2003). ATP hidrolizi proteinin substrat baglama kapaginin agilip
kapanmasini saglar. Ayrica Hsp40 proteini J-domaini vasitasiyla substratt Hsp70 e
sunar ve Hsp70 substratin katlanmasina yardimci olur (Sekil 1.3.6 1-4). ADP olusumu

dongiiyii tekrar baglatir.

f?‘-}jJ'DOmaini B 7 U:‘i}
Kapak —/C:Jﬂ\ l fjj\ &

) = ATP | o — aor | gl ==
e @9 0 °© D

¥

a @ ©) @

Sekil 1.3.6 Hsp70 /Hsp40 etkilesimi ve ATP ye bagh olarak substrat degisimi (Tutar ve
ark., 2006)
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Hsp70 proteinleri ayn1 zamanda polipeptitlerin kararli konformasyona erigmesine
de yardimci olurlar. Hiicre i¢in hayati 6neme sahip olan bu makro molekiiller peptitlere
baglandiklar1 zaman ATP hidrolizlerini artirirlar ve peptitin li¢iinciil yapisini bulmasina
yardim ederler. Ayni zamanda ATP hidrolizi de peptide baglanmay1 artirir. Hangi
prosesin dnce oldugu deneylerle kanitlanmamigtir. Bu baglanma peptitin yapisina bagh
olarak 10 uM ile ImM arasinda gerceklesir. Kisa peptitlerle yapilan calismalarda
Hsp70’lerin minimum yedi amino asit uzunluga baglandig1 ve dordiincii pozisyonda yer
alan 16sin amino asitlerini tercih ettigi gozlemlenmistir. Ayrica hiicrenin farkh
kompartimanlarinda yer alan orijini ayni fakat muhtemelen farkli fonksiyonlar1 olan
Hsp70’ler (Hsp ve Hsc gibi) ve Hsp40’lar (Sisl ve Ydjl gibi) vardir. Farkli
fonksiyonlar1 olan Hsp70 ve Hsp40’larin ayni anda hiicrenin ayn1 kompartimaninda yer
almasinin nedeni tam olarak anlasilamamistir. Biyokimyasal ve genetik arastirmalar
prionlarin kinetik ve mekanik olusumunu ortaya cikarmistir fakat hiicrede olusan
metabolik bozulmalar1 onleyen Hsp70’lerin yap1 ve fonksiyon iliskileri agikliga
kavusturamamistir. En detayli calismalar E.coli de yapilmis olmasina ragmen
Okaryotlarda mekanizmanin daha kompleks oldugunu gosterir ve bu bilgi oniimiizdeki
yillarda kompleks protein-protein etkilesimlerinin, kooperativitenin ve Hsp70’lerdeki

yapisal baglantilarinin ortaya ¢ikarilma geregini koymustur (Newnam ve ark., 1999)

1.3.2.4 Hsp 60

HSP 60 14 alt {initeden meydana gelir. Mitokondri ve sitoplazmada bulunur. HSP 70 ile
birlikte proteinin dogal katlanmasina aracilik yapar. Stresten korunma ve protein
katlanmas1 icin gereklidir. Hatali katlanan polipeptidlere baglanarak dogru

katlanmalarina yardim eder (Nollen ve ark., 1999).

1.3.2.5 Kiiciik Is1 Sok Proteinler (sHsp)

Futbol topu goriinlimiindedirler. sHsp monomer molekiilii 15-40 kDa’luk kiitleler
halinde bulunur. Tiim sHsp’ler yaklasik 100 kalintt ve C ucunda hakim olan bir
kristallin veya 1s1 sok hakimiyeti ile belirtilir. Sitoplazma ve ¢ekirdekte bulunur. Is1
stresi goriilen hiicrelerde belirgin olarak artig gosterir. Ayrica antioksidan 6zelligi vardir
(http://www.cs.stedwars.edu/chem/Chemistry/Chem43/Chem43/HSP/Structure;

(Pockley, 2001). Memeli hiicrelerinde, sHsp’ler sadece strese karst korunmada degil,

13



ayni zamanda diger hiicresel fonksiyonlarin modiilasyonunda gorev aldig1 bilinmektedir

(Wang ve ark., 2004).

1.3.3 Hsp70 ‘in Yapisi

Hsp70, proteinlerin {i¢ boyutlu yapiya erismesini ve proteinlerin bu yapilarin
korumasini saglayan, tiirler arasinda evrensel olarak bulunan 6nemli bir proteindir. Bu
protein translasyon, membranlar arasinda protein tasima ve klatrin pargalanmasi gibi
hiicresel gorevlerine ilaveten iiglinciil yapilarina kismi olarak erismis proteinlere
baglanip agregasyonu Onleyerek hiicreleri stresten korur. Tiim bu farkli fonksiyonlar
substratin proteine baglanma ve salinmasina bagli olarak diizenlenmistir. Stresten
koruma mekanizmasi deli dana, Creutzfeldt-Jacob, Gerstmann-Straussler-Schienker,
insomnia, kuru gibi c¢esitli 6liimciil norodejeneratif hastaliklarin engellenmesi icin

Onemlidir.

Hsp70’ler ii¢ farkli domainden olusur; 44 kDa’lik ATPaz domain, 18 kDa’lik
substrat baglanma domain ve 10 kDa’lik C-terminali. Substrat baglanmasi ATP
hidrolizi ve niikleotid degisimi ile diizenlenerek niikleotit baglayict bolgeye tutturulur

ve katlanmasi saglanir.

— 44 kDa’luk ATPaz domaini

i $ e
o 3}1‘

Fod

b~ 90

Sekil 1.3.7 HSP70 ‘in ATPaz domain bdlgesi (Tutar, 2006)
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—  Sekilde ortadaki oyuk seklindeki bolge 18 kDa’luk
substrat baglayic1 bolgesi ve yukarida kalan bolge ise 10

kDa’luk C — terminal bolgesidir.

| ,”/'z )\& ‘)\/\T’
Sekil 1.3.8 Hsp70 ‘in Substrat baglayic1 ve C — terminal bolgeleri (Tutar, 2006)

1.3.4. Saperon Mekanizmasi

Spesifik saperon mekanizmast her bir Hsp i¢in farklidir. Hsp 70, protein yiizeyindeki
kii¢iik esnek hidrofobik amino asidin taninmasi ile uygunsuz katlanmis proteinleri
kesfeder. Kiiglik bir Hsp 40 protein kiimesinin yardimiyla Hsp 70 monomerleri hedef
proteine baglanir ve ATP ADP molekiiliine hidrolize olur, bu yapisal degisiklik Hsp
70’in hedefe sikica kenetlenmesine neden olur. Hsp 40’1n ayrilmasindan sonra, Hsp 70
proteininin ayrilmast ATP’den ADP saliniminin olmasi ile uyarilir. Hsp proteinlerinin
baglanmas1 ve ATP’den ADP salinim sikluslarinin tekrarlamasi hedef proteinlerin
tekrar katlanmasina yardim eder. Hsp 70’in apoptopik yolda sitokrom-c salinimi ve
baslatict kaspaz aktivasyonunun her ikisini etkileyebildigi ve bu etkiler i¢in saperon

fonksiyonunun gerekli oldugu kanitlanmistir (Rylander ve ark., 2005).

' PspT0
W mekanigi
| 0 5 Em - _

I/ j
/ ; b e Prermatr § 1A -

) ~ 1 DUZENLI EATLANMIS
R — .~
( | . o - PROTEIN
. ,"’ - - ADF

hsp70

RIBOZOM mekanigi

DUZENLI KATLANMAMIS
PROTEIR

Sekil 1.3.9 Hsp70’in protein katlama mekanizmas1 (Rylander ve ark., 2005)
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1.3.5 Hsp70’in izoformlar:

Son donemde yapilan ¢alismalar Hsp70 saperon sisteminin baglanma ve ayrilma
dongiisii mekanizmasinin prokaryotik ve okaryotik hiicrelerde belirgin bir bigimde
farkli oldugunu gostermektedir.

E.Coli mekanizmasi katlanmamis peptit ve onu DnaK molekiiliine hedeflemekte
Dnal etkilesimi ile baglar. Sonra DnaJ DnaK ATPaz bolgesinin hidrolitik etkisini arttirir
ve geriye kalan peptitli DnaK ATPaz kompleksi kararsizdir. Daha kararli ve daha uzun
gelismeye baslayan polipeptit zinciri olan pargalar acia ¢ikararak cabuk bir bigimde
ayrisir (Mayer ve ark., 2000).

Okaryotik hiicrelerde cesitli Hsp70 izoformlar1 vardir, bazilan siirekli/konstitif
(Hsc70) bazilar1 hiicre strese maruz kaldiginda/indiiktif (Hsp70) eksprese edilirler.
Hsp70 fonksiyonu {izerine yogun c¢alismalara ragmen konstitif ve indiiklenen
izoformlarin olmasi ve bunlarin farkli fonksiyona sahip olup olmadig1 agiklanamamistir.
Indiiktif Hsp70 ortamdaki Hsp70 derisimi ve sitozoldaki stres &nleyici fonksiyonunu
artirmak icin iiretilmis olabilir. Alternatif olarak benzer kosullarda indiiktif Hsp70 in

0zel bir gérevi de olabilir (Mantsch ve ark. 1993).

prokaryotlar
midokondriyal

kloroplastlar ATP.

ADP + P, D"a,‘ri* S
GrpE ——+\® DnaJ-S
JDPs
Hip — B‘;;g —

N LA A
okarvotik ‘HspBP1 1 ' DjC7/TPR2
) ryeh (Fesl) N @2 (Sti1)
sitozol — )

—~ - A Hop Y
Bap Hsp170~"S $<—g —Hsp30
(Sis1) (Lhs1) i " .
okaryotik
endoplazmik sitozol
redikulum

Sekil 1.3.10 DnaK ‘nin saperon dongiisiiniin modeli. Siyah renkle gosterilen E.coli deki
DnaK sistemi i¢in temel dongiidiir. Gri renkle gosterilen Okaryotik sitozol ve

endoplazmik retikulumdaki degisiklerdir (Mayer ve Bukau, 2005).

Protein katlanmasindaki yardim ayrica katlanmamis peptitlerin saperoninleri gibi

diger molekiiler saperon sistemlerine transferi ile uzatilabilir. Rhodanas katlanma

16



lizerinde aragtirmalar bu son iglemin muhtemelen GrpE tarafindan yardim edildigini
ileri stirer. Dnal katlanmamis proteini DnaK’nin da yardimiyla ATP hidrolizini

kullanarak katlar. Sekil 1.3.11 tarif edilen bu dongiiyii resmeder.
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O ) oiie [ “}
N >~ l/-\;’/\ A v
® -~ -® 9
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Sekil 1.3.11 Prokaryot hiicrelerde Hsp70 saperon ailesinin sematik dongiisti (Chappell,
T. G ve ark.,1986)

Okaryotik hiicre dongiilerindeki temel fark tepkimenin ilk asamalarindaki Hip
varligina baghdir. Katlanmamis peptit Hsp70 ile direkt olarak tepkimeye girer fakat
Hsp40 varlig1 baglanma siirecini belirgin bir bi¢imde kolaylastirir. Bir sonraki asamada
Hsp40 peptit/Hsp70 kompleksine baglanir, ATPaz aktivitesini tetikler ve Hsp70
kompleksi daha kararli olan ADP-bagli durumu benimser (Mayer ve ark., 2000).

Hip molekiiliiniin baglanmasi ayrica bu durumu da dengeler. Dongii ADP’nin
yavag bir bicimde ayrilmasiyla, bir sonraki ATP molekiilii edinimi ve ATP-bagh
molekiiliiniin “’a¢ik’” formunun ayrigmasiyla sona erer. Bu dongiiniin agamalar1 Sekil

1.3.12 de belirtilmistir.
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Sekil 1.3.12 Okaryot hiicrelerde Hsp70 saperon ailesinin sematik dongiisii (Cheng ve
ark., 1989)

1.3.6.Hiicresel Stres Cevabi

Strese maruz birakildiginda Hsp konsantrasyonunun artmas kiiltiirel hiicreler ve hayvan
dokularmin her ikisi i¢in de korumay1 sagladigi goriilmektedir. Stresin indiikledigi,
indiiklenebilir Hsp birikimi ile iligkili ilk fizyolojik fonksiyondan biri kazanilmig
termotoleranstir. Kazanilmis termotolerans; hiicre veya organizmanin 1s1 stresinden
sonra, 6ldiirlicii 1s1 maruziyeti dncesinde direng gelistirme yetenegi olarak tanimlanir.
Kazanilmis termotolerans fenomeni gegicidir ve baslica baslangictaki 1s1 stresinin
siddetine baglidir. Genel olarak baslangigtaki 1s1 dozu fazlaysa termotoleransin
biiylikligli ve siireside o kadar fazladir. Isiy1 takip eden termotoleranstaki ekspresyon
birkag saat icinde meydana gelir, maksimum ekspresyon bas termal uyariy1 takiben 16-
18 saat i¢cinde meydana gelir ve siiresi 3-5 giin siirebilir. Hsp seviyesinin artmasi ile
seliller termotoleransin artmasi arasindaki kesin mekanizma belirlenememistir

(Rylander ve ark., 2005).

Hiicrelerin 42 °C’lik fatal olmayan ilk sok doza maruz kaldiktan sonra fatal doz
olan 46 °C’ye de kolay uyum sagladiklar1 gézlenmistir. ilk soka maruz kalan hiicrelerin
daha sonra normal protein sentezini durdurarak yeni bazi proteinlerin sentezine

basladiklar1 saptanmistir. Bu proteinlerin sadece 1s1 sokuna degil hiicreye yonelik stres
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yaratan degisik ajanlarin saldirilarina karsida cevap olarak tiretimlerinin artmasi ’stres

proteinleri’’ olarak adlandirilmalarina neden olmustur (Baykal ve ark., 2000).

Hsp’ler protein katlanmasi ve translokasyonuna yardim eden molekiiler
saperonlardir (Milani ve ark., 2002). Molekiiler saperon terimi; stres proteinlerinin,
selliler proteinlere onlarin transportuna yardim etmek i¢in baglanma yetenegi olarak
tanimlanir (Ostberg ve ark., 2002). Seliiler stres altinda proteinler denatiire olur ve
agregatlar olusturabilir, bu olay nihayetinde hiicre oliimiiyle sonuglanacaktir. Hsp’ler
hiicre stresi esnasinda seliiler proteinlere baglanarak agregatlasmaktan onlar1 korur ve
degrade ve kotii katlanmis polipeptidlere baglanmasi ile tahrip olmus hiicrelerin
iyilesmesine yardim eder. Hsp’ler proteinlerin hatali katlanmasini ve agregasyonunu
onler ve denatiire proteinlerin yeniden katlanmasini (refolding) ve degradasyonunu
kolaylastirir (Rylander ve ark., 2005, Milani ve ark., 2002, Ellis ve Van Der Vies,
1991). Hsp 70 arada katlanmamis durumda olan proteinlerin prematiirken baglanmasini

engeller. (Ellis ve Van Der Vies, 1991).

1.3.7 Is1 Sok Proteinlerinin Gorevleri

Is1 sok proteinleri hem hiicre i¢erisinde ve hiicre disinda fonksiyon gdsterirler.

1.3.7.1 Is1 Sok Proteinlerin Hiicre Dis1 Gorevleri

Hsp’ler hiicre igerisinde normal olarak bulunurlar. Hiicre digsinda ise hiicrelerin 61diigii
ve icerigi disart atildiginda bulunurlar. Bu daginik hiicrelerin planlanmamis 6limi
nekroz olarak adlandirilir ve hiicrede sadece hatali eylemler meydana getirir. Hiicre
disindaki Hsp’lerin hastalik veya enfeksiyona karsi bagisiklik sistemini uyarmak icin

cok giiclii indiikleyici etkileri vardir (Pockley, 2001).

1.3.7.2.Is1 Sok Proteinlerin Hiicre i¢ci Gorevleri

Hsp’lerin normal gorevleri hiicre icerisinde (proteinlerin katlanmasina yardim ederek ve
proteinlerin  hazirlanmasin1  diizenleyerek) her proteinin baglayic1  olmasini
saglamaktadir. Hsp’ler hiicre icerisindeki peptidleri kusatarak sinirlandirilmalarini
saglar. Hiicre igerisine peptitler Hsp’ler ile alinir. Bu proteinler hiicresel saperonlar gibi
fonksiyon goriirler, protein sentezinde ve tasinmasinda rol oynarlar. Ciinkii bu proteinler
benzersiz hiicresel yerlesime sahiptir. Stres boyunca ¢ok sayidaki enzim ve yapisal

proteinde zararh yapisal ve fonksiyonel degisim meydana gelmektedir. Bu sebeple stres
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altinda bulunan hiicrelerin hayatta kalmasinda, proteinlerin kendi fonksiyonel
konformasyonlarin1 siirdiirmek, dogal olmayan proteinlerin toplanmasini Onlemek,
denatiire proteinlerin yeniden yapilanmasi ile tekrar fonksiyonel yapilarina donmeleri ve
fonksiyonel olmayan ama zararli olabilecek peptidlerin ortadan kaldirilmasi 6énemlidir.
Boylece, Hsp/saperonlar hiicresel korumada tamamlayici rol oynamak ve bazen bir

arada c¢alismak suretiyle proteinleri stresten korumaktadir. (Wang ve ark., 2004).

Hsps/saperonlar ve diger
stres proteinlerinin
sentezi

‘
‘\%

PROTEIN

/ “DENATURASYONU

Sekil 1.3.13 Stres cevabinda 1s1 sok proteinler (Hsp) ve saperon agi (Wang ve ark.,
2004)

1.3.8.Is1 Sok Protein Gen Transkripsiyonu

Is1 sok proteinin gen transkripsiyonu, 1s1 sok faktor transkripsiyon faktorleri ile 1s1 sok
protein gen promotor bolgelerindeki 1s1 sok elementlerinin etkilesimi araciligi ile
saglanir. Normal kosullar altinda 1s1 sok faktér 1 (HSF1) sitoplazma i¢inde DNA’ya

bagli olmayan bir monomer molekiil gibi bulunur. Stres kosullari altinda HSF1,
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DNA’ya baglanma kapasitesine sahip olmak i¢in {i¢ fosfathh forma doniistiiriiliir ve
sitoplazmadan c¢ekirdege gecer. Cekirdekte HSF DNA’nin promotdr bolgelerine
baglanir. Boylece Hsp geninin transkripsiyonunu saglayarak, Hsp sentezini arttirir

(Pockley, 2001).

Is1 Sok Proteinlerinin Artisina Sebep Olan Faktorler

Cevresel Faktorler Hastalik Durumu Normal Hiicre Etkilesimi
-Is1 soku (Yiiksek ve -Ates -Normal hiicre dongiisii
diisiik sicaklik)

-Agir metal gegisleri -Yangi -Biiyiime faktorleri

-Enerji metabolizmast -Iskemi -Gelisme ve Farklilagsma
Inhibitérleri

-Kemoterapoétik ajanlar -Hipertrofi

- Hiicresel hasar - Malignensi

Is1 Sok Proteinlerinin Teshis Ydntemleri

1) Elektroforez

2) PCR (06zellikle kiigiik 1s1 sok proteinlerinin teshisinde tercih edilmektedir)
3) ELiSA

4) Western Blotting

1.3.9 Is1 Sok Proteinleri ve Hastalhiklardaki Rolii
Stres yanitlarinin 6nemi agiklanmasina ragmen, son zamanlarda yapilan arastirmalar
sadece 1s1 sok proteinlerinin hiicrenin hayatta kalmasi ve patojenik hastaliklarin kontrolii

tizerindeki roliine odaklanmistir (Clark ve Muchowski, 2000).

1.3.9.1 Is1 sok proteinleri ve Bagisiklik
Hiicre disindaki Hsp’ ler hastalik veya enfeksiyona karsi bagisiklik sistemini uyarmak
icin ¢ok giiclii tehlike sinyali gonderirler (Pockley, 2001). Pek c¢ok patolojik ajanin
konakta immiin cevap olusturmasinda rol oynayan antijenlerdir.

Stres proteinlerine karsi gelisen immiin cevaplar ¢apraz reaksiyonlar vasitasiyla
hiicrenin kendisine karsi da (anti-self) reaksiyon gelisimine neden olabilmektedir.
Saglikli bireylerin, enfeksiyon veya herhangi bir sekilde strese maruz kalmis kendi

hiicrelerinden arinmak i¢in, kendi stres proteinlerine karsi immiin cevap verebilme
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yeteneklerinden  yararlanabildikleri ileri siiriilmektedir. Iste bu yeteneklerin
diizenlenmesindeki bozukluklar bazi otoimmiin hastaliklara yol acabilir. Stres
proteinleri, immiin cevapta hedef olmanin yani sira, antijen sunulmasinda da 6nemli rol

oynarlar (Laad ve ark., 1999).

1.3.9.2 Is1 sok proteinleri ve Kanser

1981 yilinda Pramod Srivastara adinda bir 6grenci yaptig1 bir seri deneyde tiimorlii
hiicreleri pargaladi. Sonra her bir tliimdrlii hiicre pargasini asilayarak gelisen kanserden
farenin korundugunu gordii. Daha sonra yapilan deneyler fareyi korumaktan sorumlu
elementlerin 1s1 sok proteinleri oldugunu gosterdi (Laad ve ark., 1999).

Cogu kanser cesidinde 1s1 sok proteinlerin {iretimi artar. Kanser hastasi bireylerin
kanser hiicrelerinde Hsp peptit kompleksleri olusur. Bu anormal peptitlerin hasta
hiicreler igerisinde bulunusu, kanserden kansere ve bireyden bireye farkli sekildedir. Bu
yiizden anormal peptitlerin ¢ok diisiik diizeydeki olusumu dahi kanser diisiincesini akla
getirmelidir (Laad ve ark., 1999). Ayrica 1s1 sok proteinler bazi1 kanser tiplerinde hiicre
farklilasma derecesinin de gostergesidir. Bazi kanser tedavilerinde artan Hsp iiretimi
tedavinin etkili oldugunun belirtecidir. Ornegin gdgiis kanserinde Hsp27 ve Hsp70

kemoterapiye kars1 olan direncin gostergesidir (Ciocca ve Calderwood, 2005) .

1.3.9.3 Is1 sok proteinleri ve Kalp Hastaliklar

Kardiyak yetersizlige kars1 Hsp 70 salinimi artigi, koruma saglar. Deneysel bir iskemi
olgusunda transgenik bir farede Hsp 70 artisinin biiyiik oranda zarar giderdigi
gosterilmistir (Landry, 1998).

1.4 Protein Saflastirma Amaci ve Stratejisi

Ik kez Berzelius tarafindan kullanilan ve 1840 yilinda ders kitaplaria gegen “protein”
ad1 yunanca bir numara, birinci sirada olmak anlamina gelen “proteuo” kelimesinden
tiiretilmistir. Proteinler bu adi hakli olarak tasimaktadir. Sayisiz hayat fonksiyonu
proteinlere baglidir ve proteinsiz bir canli s6z konusu olamaz. Her hiicrenin bileseni
olan proteinlerin enzimatik kataliz, transport, depolama, mekanik destek, koordine
hareket, sinir impluslarinin transmisyonu, immiin koruma, biiylime ve farklilagmanin
kontrolii gibi fonksiyonlar1 vardir. Proteinlerin saflastirilmasi hem bu fonksiyonlari

yapan molekiiliin belirlenmesi ve olayin mekanizmasinin aydinlatilmasi hem de invitro
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kosullarda endiistriyel veya analitik amacla kullanilma olanaginin arastirilmasi

acisindan biiyiik 6nem tasir (Telefoncu, 1996).

1.4.1 Protein Saflastirmanin Amaci

Protein saflagtirmanin amaci saf protein elde etmek degil daha sonraki ¢aligmalar i¢in
kullanilabilecek bir protein preparatt hazirlamaktir. Bu ¢aligmalar; proteinin
aktivitesinin arastiritlmasi ve bu aktiviteden biyoteknolojik {iretim, analitik veya tedavi
edici amacla yararlanilmasina yonelik olabilecegi gibi, protein yapisinin veya yapi
fonksiyon iligkisinin arastirilmasini da hedefleyebilir. Amaca uygun bir protein
preparat1 hazirlayabilmek icin asagidaki hususlarin netlestirilmesi zorunludur.

a) Gereksinim duyulan saf protein miktar1

b) Ne diizeyde aktivite kaybinin tolere edilebilecegi

c¢) Ne diizeyde saflik istendigi

d) Saflastirma iglemi i¢in ne kadar zaman ve para harcanabilecegi, v.b.

Biyoteknolji devrimini yasadigimiz giinlimiizde kullanim amacina gore gerekli
protein miktar1 birka¢ mikrogram (klonlama c¢alismalar1) ile birka¢ kilogram
(endiistriyel ve farmasdtik uygulamalar i¢in) arasinda degisir. Protein iiretiminde zaman
ve maliyet ¢ok Onemlidir. Gerekli protein miktar1 ve saflik diizeyi kullanim amacina
baghdir. Bilimsel arastirmalar i¢in az miktarda protein yeterlidir fakat preperat
kesinlikle zararl1 yabanci aktivite icermemelidir. Endiistriyel uygulamalar i¢in biiyiik
Olcekte iiretim soz konusudur ve saflik ikinci derecede onem tasir. Tedavi edici
uygulamalar i¢in hazirlanan protein preperatinin ise yliksek saflikta olmasi gerekir.

Protein aktivitesinin belirlenmesi hedeflenmis ise kesinlikle aktif formda (6rnegin;
bir enzim, bir regiilator protein veya bir antikor gibi) elde edilmelidir. Bunun i¢in ¢ok az
miktarda protein yeterlidir. Fakat amag¢ proteinin aktivitesinden yararlanmak ise daha
fazla protein gerekecektir. Inert proteinlerin bulunmasi her iki amag¢ iginde engel
olusturmadigindan, yabanci aktiviteler tamamen uzaklagtirilmig ise daha ileri diizeyde
bir saflastirma gereksizdir. Saflastirmada uygulanacak her yeni adim zaman ve aktivite
kaybina sebep olacagi gibi verimi diisiirlip maliyeti arttiracaktir.

Yap1 arastirma c¢alismalarinda ise oldukca fazla miktarda ve yiiksek saflikta
proteine gereksinim vardir. Bu durumda maliyet ve zaman ikinci derecede dnemlidir.
Fakat yapi-fonksiyon iliskisi arastiriliyorsa saflagtirma igslemi siiresince aktivite kaybini
minimize etmek i¢in islem siiresinin olabildigince kisaltilmas1 gerekir. Belirli bir miktar

cikis maddesinden elde edilecek saf protein miktar1 saflastirma adimlarinin toplam
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verimine baghdir. Adim sayis1 verim ile ters fakat saflik derecesi ile dogru orantilidir.
En az saflastirma adimi ile amaca uygun saflikta protein preparati hazirlamak cok
onemlidir. Ozellikle afinite kromatografisi ve afinite-ultrafiltrasyon teknikleri protein
saflastirilmasinda adim sayisin1 dramatik bigimde diisiirmektedir.

Saflastirma islemleri siiresince protein denatiirasyonundan korunmasi ve biyolojik
aktivitesini yitirmemesine 6zen gosterilmelidir. Bu sekilde hazirlanan protein preparati
her tiirlii calismada kullanilabilirken amag yalniz polipeptid zincir dizisini (primer yap1)
aydinlatmak ise daha sert kosullarda c¢alisilmasinda sakinca yoktur. Protein
saflagtirllmasindaki adimlar denatiirasyon ve proteolizi minimuma diisiirecek sekilde

sec¢ilmelidir (Telefoncu, 1996).

1.4.2 On Hazirhiklar

1.4.2.1 Kaynak Se¢imi
Secilen kaynakta hedeflenen protein hem kararli hem de bol bulunmalidir. Ayrica
kaynagin kolay saglanabilir, bol ve ucuz olmasida 6nemlidir. Hayvansal kaynaklar
secilirken saflagtirilacak protein miktarima uygun biiyiiklikkte hayvan secilmeli ve
yabani hayvanlar yerine evcil hayvanlar tercih edilmelidir. Bir zorunluluk yoksa
hayvansal kaynaklar yerine kiiltiir ortaminda iiretilebilen bakteri, maya, mantar veya
memeli hiicreleri kullanilmalidir. Bdylece hiicre c¢ogalmasi aninda biyosentezleri
yonlendirebilme olanagina kavusulur ve ihtiyaca uygun boyutta reaktor ile iiretim
yapilabilir. Gen teknolojisinin sagladig1 olanaklar sayesinde hiicre metabolizmas1 yogun
olarak hedeflenen proteinin biyosentezine yonlendirilebilmektedir. Seg¢ilen konukc¢u
(host) hiicrenin proteini ekstraseliiler bolgeye salgilamasi saflastirma agisindan énemli
tistiinltikler saglar.

Kuskusuz hayvansal ve mikrobiyal kaynaklar yaninda bitkisel kaynaklardan da saf
protein iiretiminde yararlanilabilir. Ancak mevsime, iklime bagimlilik ve transport gibi

sorunlar bitkisel kaynaklarin kullanimini sinirlandirmaktadir.

1.4.2.2 Protein Hakkindaki Bilgi Birikimi
Proteinin molekiiler yapisi, fiziksel ve kimyasal Ozellikleri ekstraseliiler veya
intraseliiler olmas1 ve hiicre i¢inde bulundugu yerin bilinmesi saflagtirma prosesin

belirlenmesinde ¢ok yardimci olur. Belirli bir proteinin hiicre i¢indeki lokalizasyonu
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kaynaga bagimli degildir, kimyasal yapisi ve molekiil boyutu da genellikle benzerlik

gosterir.

1.4.3 Protein Saflastirma Stratejisi

Bir proteinin saflastiriimasinda uygun bir islem dizisinin optimizasyonu ¢ok dnemlidir.
En etkili, en hizli ve en ekonomik ayirma ve saflastirma proseslerinin mevcut bilgiler
yardimiyla belirlenmesi hedeflenir. Bu nedenle saflastirilacak proteinin bulundugu
kaynaklar, 6zellikleri ve stabilitesinin iyice tetkik edilmesi gerekir. Uygulanacak ayirma

ve saflagtirma teknikleri proteinin biyolojik aktivitesini olumsuz etkilememelidir.

1.4.4 Aktivitenin Korunmasi
Ozellikle intraseliiler proteinler saflastirma kosullarindan ¢ok etkilenirler. Hiicre
icerisinde indirgen kosullar egemen olup pH 6,5-7,5 arasindadir ve protein
konsantrasyonuda yiiksektir ( ~100 mg/ml). Hiicre ve organellerin par¢alanmasi sonucu
ayrt kompartmanlarda bulunan ve birbirini etkiliyebilen c¢esitli maddeler bir araya
gelecekler, proteoliz etkinlesecek ve ortam pH’s1 diisecektir. Ayrica proteinlerin
kolayca yiikseltgenmeleri s6z konusudur. Tiim bu problemlerin asilabilmesi i¢in tampon
ve tampona katilacak maddelerin se¢imi 6zel bir 6nem tasir. Diisiik sicaklikta (~ 4 °C)
ve hizli ¢alisma sonucu proteolizin etkinligi azalir. Proteolitik enzimler daha c¢ok
lizozomlarda lokalize olduklarindan  homojenizasyon kosullarinda  lizozom
membranlarin1 dayanikli kilmak ic¢in tampon ¢dzeltiye maltoz ve sakkaroz gibi
disakkaridler ilave edilebilir. Ayrica tampona proteolitik enzim inhibitorlerinin
katilmasi da ¢ok etkili bir 6nlemdir. Cogu proteolitik enzimlerin molekiil kiitleleri 20-30
kDa arasinda oldugundan hedeflenen proteinin mol kiitlesi daha biiyiik ise protein
saflagtirma prosesinin ilk adimlarinda jel gegirgenlik kromatografisi uygulanabilir.
Fakat bu teknigin kapasite ve ayirma giiciiniin ¢ok diisiik olmasi gibi sakincalar1 vardir.
Asidik veya bazik pH kosullari, organik ¢ozgenler ve sicaklik protein
denatiirasyonuna neden olan ana parametrelerdir. Hiicre i¢i pH kosullarina (pH 6,5- 7,5)
uygun tampon sistemler kullanilmasi, saflagtirmanin ilk adimlarinda 4 °C’de (proteolizi
onlemek icin), daha sonraki adimlarda ise oda sicakliginda (20-25 °C) calisilmasi ¢ogu
proteinler i¢in denatiirasyona neden olmaz. Organik ¢dzgenler ile protein ¢oktiirme
adimi gerekli ise bu islemin diisiik sicaklikta yapilmasi uygundur. Enzim aktif
merkezleri reaktif gruplar icerdiginden substrat disinda birgok yabanci madde ile

etkilesebilir ve enzim inaktif hale gelir. Hiicre parcalanmasindan sonra intraseliiler
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enzimlerin karsilastig1 ylikseltgen ortam 6zellikle HS-proteazlarin hizli inaktivasyonuna
sebep olur. Bunu dnlemek i¢in tampona 2-merkaptoetanol veya ditiyotreitol ilave edilir.
2-merkaptoetanol ancak 24 saat koruyucu etkiye sahiptir ve kokusu rahatsiz edicidir.
Ditiyotreitol hem daha diisiik konsantrasyonda hem de uzun siire -etkilidir.
Yiikseltgenler yaninda Me** iyonlar1 da HS-gruplarini baglayarak inaktivasyona neden
olurlar. Eger protein veya enzim kendisi metal iyonu igermiyor ise EDTA gibi
komplekslestiricilerin de tampona katilmasinda yarar vardir. Ayrica tampona
saflastirilacak enzimin substrat veya kofaktoriiniin katilmasida inaktivasyona karsi etkili
bir 6nlemdir.

Protein saflagtirma adimlarinda proteinin cam reaksiyon kaplarinin yiizeyinde
adsorpsiyonu biiyiik bir sorundur. Bu sorunu asabilmek icin polipropilen kaplar
kullanilir. Ozellikle seyreltik protein ¢dzeltileri yiizey adsorpsiyonu ile nemli kayiplar
verdikleri gibi kuarterner yapili proteinlerin alt birimlerinin (subunit) ayrismasida séz
konusudur. Ortama s1g1r serum albumini (< % 0,1) veya iyonik olmayan deterjanlarin (<
% 0,1) katilmas1 adsorpsiyon kayiplarini en aza indirgerse de her iki katki maddesi
protein saflagtirmada bazi sorunlara neden olabilir. Tampona seker alkolleri (gliserin,
sorbitol, mannitol v.b) ve bazi sekerlerin (glukoz, sakkaroz) katilmasi su aktivitesini
diistireceginden denatiirasyon ile fonksiyonel protein kaybini azaltir. Ayrica % 20°den
fazla gliserin katilirsa —20 °C’de donmadan protein ¢dzeltisinin saklanmas1 miimkiindiir.
Protein saflastirma islemine uzun siireli ara verme (bir gece gibi) durumunda ¢dzeltiye
bakteriostatik ve proteaz inhibitorleri ilave edilmeli ve soguk odada saklanmalidir. Daha
uzun siireli bekletmelerde ¢ozelti dondurulmalidir. Sivi azot veya kuru buz-metanol
karisimi ile sok dondurma tercih edilir. Yiiksek konsantrasyonlarda amonyum siilfat
proteinleri stabilize ettiginden bir gece veya daha uzun depolama amonyum siilfat ile

¢Oktiirme adimindan sonra yapilmalidir.

1.4.5 Stratejik Planlama

Saflastirmanin stratejik hedefi ucuz ve etkili yontemler ile yiliksek saflik ve verim ile
protein kazanmaktir. Saflastirmada kullanilacak tekniklerin se¢imi ve siralamasi g¢ok
onemlidir. Cizelge 1.4.5.1°de protein saflagtirmada kullanilan temel tekniklerin bir

kiyaslamasi verilmistir.
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Cizelge 1. 4.5.1 Protein saflastirma tekniklerinin 6zellikleri (Telefoncu, 1996)

Teknik Dayandig1 Kapasite Etkinlik Verim Maliyet
Ozellik

pH ¢oktlirmesi Yiik Yiiksek Cok Orta Diisiik
diisiik

(NH,4),SO, Hidrofobisite | Yiiksek Cok Yiiksek Diisiik

coktiirmesi Diisiik

Ekstraksiyon Degisik Yiiksek Cok Yiiksek Diisiik
Diisiik

Biyoafinite Biyoafinite Yiiksek Yiiksek Degisebilir Yiiksek

kromatografisi

Iyon degisim Yik Orta Orta Orta Orta

Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim | Hidrofobisite | Orta Orta Orta Orta

Kromatografisi

Kromatofokuslama Yiik/ pl Diisiik Yiiksek Orta Yiiksek

(odaklama)

Boya afinite | Degisik Orta Yiiksek Orta Orta

kromatografisi

Ligand afinite Biyoaktivite Orta Cok Diisiik Yiiksek

kromatografisi diisiik yiksek

Jel Gegirgenlik Molekiil Cok Diisiik Yiksek Orta

kromatografisi boyutu diisiik

Saflastirmanin ilk adimlarinda daha ¢ok deristirmeye yonelik (yliksek kapasiteli)
teknikler kullanilir. Boylece ortamdaki suyun biiyiikk kismi uzaklastirilmis olur.
Coktiirme, ekstraksiyon ve absorpsiyon kromatografi teknikleri bu amacla kullanilabilir.

Ayrica giicii acgisindan ¢oktiirme ve ekstraksiyon teknikleri etkin degilken
kromatografik teknikler o6zellikle afinite kromatografisi ¢ok etkindir ve 1000 kattan
fazla saflastirma saglar. Afinite-ultrafiltrasyon kombinasyonu gibi yiiksek ayirma giiclii
tekniklerin kullanilmasi1 saflastirma prosesindeki adim sayisin1 ¢ok diistiriir. Fakat
afinite tekniklerinin ¢ok pahali oldugu, bu nedenle ¢oktiirme gibi ucuz teknikler ile

kontaminantlarin 6nemli oranda uzaklastirilmasindan sonra uygulanmalar1 gerektigi
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unutulmamalidir. Protein saflagtirmada uygulanacak teknikler genel olarak agagidaki
siray1 izler:
a) Homojenizasyon
b) Coktiirme
¢) Iyon degisim kromatografisi
e) Jel Gegirgenlik kromatografisi

Saflagtirmanin verimi protein tayini ile kac kat saflagtirma gergeklestirildigi ise
birim protein kiitlesi bagina fonksiyonel aktivitenin dl¢iilmesi ile bulunur. Protein saflik
testi ve kag¢ yabanci protein icerdigi jel elektroforezi ile belirlenir. Safsizliklarin molekiil
kiitleleri SDS-PAGE ile tayin edilir ve safsizliklar jel gecirgenlik kromatografisi ile

uzaklastirilir.

1.4.6 Kromatografi

Kromatografi kelimesi Yunanca “chroma” renk ve “Graphein” yazmak kelimelerinden
kaynaklanmistir. Ik defa yirminci yiizyilin baslarinda goriiniir renkli bitki pigmentlerin
ayrilmasinda kullanilmis bir tekniktir. Kromatografi farkli bilesiklerin degisken bir
sekilde farkli fazlarda dagilmasina dayanir. Daima duragan faz (stasyonel faz) ve
hareketli faz (mobil faz) vardir. Hareketli faz duragan fazin iizerinden gecer ve
ayrilmasi istenen maddeyi de beraberinde siiriikler. Ayrilacak madde bilesenleri farkli
derecede duragan fazla etkilesime girerler. Duragan fazla etkilesimi fazla olan bilesenler
daha agir, etkilesimi az olan bilesenler ise daha cabuk hareket ettiklerinden bilesenler
birbirinden ayrilir. Bilesiklerin bilesenlerine ayrilmasinda, duragan faz ile bilesenler
arasindaki etkilesimin tabiatina gore farkli kromatografik yontemler gelistirilmistir. Bu
etkilesim molekiil biiyiikliigiine, polariteye, spesifik baglanma 06zelliklerine veya

elektrostatik ¢cekim giiciine dayanabilir (Telefoncu, 1996).
1.4.6.1 Iyon-Degisim Kromatografisi

Elektrostatik ¢ekime dayanan bu adsorpsiyon kromatografisinde oOrnekte bulunan

bilesenler yiiklii duragan faza olan afinitelerine gore ayrilirlar.
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Sekil 1.4.1 Iyon degisim kromatografisinin sematik goriiniimii

Iyon degistiriciler iki kistmdan olusur:

1. Icinde ve yiizeyinde kimyasal olarak (kovalent baglarla) baglanmis yiiklii gruplar
bulunan ii¢ boyutlu, ¢apraz baglarla baglanmis ¢Ozilinlir olmayan dolgu maddesi
(matriks).

2. Hareketli kars1 iyonlar. Kars1 iyonlar tersinir olarak ayni yiikteki bagka iyonlarca,
¢coziinlir olmayan dolgu maddesinde herhangi bir degisiklife yol ag¢madan
degistirilebilirler (Boyer, 1993).

Iyon degistirici dolgu maddesi sayet pozitif gruplarla kimyasal olarak
baglanmigsa, karsi iyonlar negatif olup, bu tiir iyon degistiriciler negatif iyonlari
degistirdiklerinden anyon degistiriciler adin1 alirlar. Benzer sekilde sayet dolgu maddesi
negatif gruplarla kimyasal olarak baglanmigsa, karsi iyonlar pozitif olup, bu tiir iyon
degistiriciler pozitif iyonlar1 degistirdiklerinden katyon degistiriciler adin1 alirlar (Sekil

1.4.2).
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a) b)
Sekil 1.4.2 Iyon degistiriciler a) Anyon degistiriciler ve degistirilebilir kars1 iyonlar b)
Katyon degistiriciler ve degistirilebilir karsi iyonlar (Pharmacia Fine Chemicals

AB,1980).

Dolgu maddesi aliiminyum silikatlar, sentetik recineler, polisakkaritler v.b.
olabilir. Dolgu maddesinin tabiati iyon degistiricilerin mekanik kararliligini, akis
0zelligini, bozulabilen biyolojik maddelere karsi davranisini ve kismen de kapasitesini
belirler. ilk kullanilan iyon degistiricileri sentetik regineler olup suyun
demineralizasyonunu ve su kalitesini diizeltmede ve atiklardan iyonlarin kazanilmasinda
kullanilmistir. Bu tiir iyon degistiriciler yliksek derecede yiiklii gruplarla kovalent
olarak baglanmis hidrofobik polimer dolgu maddeleri olup biyolojik maddelerin
saflagtiritlmasinda uygun degildir zira yliksek ylik yogunlugu ve polimerlerin hidrofobik
olusu biyolojik maddelerin denatiire olmalarina sebep olur. Biyolojik maddelerin
ayriminda ilk kullanilan iyon degistiriciler Peterson ve Sober (1956), tarafindan
gelistirilen seliilloz iyon degistiricilerdir. Hidrofilik tabiat1 sebebiyle seliillozun
proteinleri denatiire etme egilimi ¢ok diisliktiir. Pharmacia Fine Chemicals firmasi
tarafindan gelistirilen modifiye dekstran olan “Sephadex”, ¢apraz bagli agaroz olan
“Sepharose” ve epiklorohidrin ile capraz baglanarak kuvvetlendirilmis seliilloz olan
“Sephacel” iyon degistiricileri, kiiresel tanecikli yiiksek gbzenekli ilk iyon
degistiricilerdir. Bu giinlerde c¢ok farkli destek maddesi vardir ancak protein
fraksiyonlanmasi i¢in en yaygin tercih edilen destek maddesi selillozdur (Johnstone ve
Thorpe, 1982). Fiberli seliilozik iyon degistiricilerin peptid ve protein saflastirilmasinda
tercih edilme sebebi peptid ve proteinlerin bu dolgu maddesinde ¢ok kararli olmalaridir
(Boyer, 1993).

Yaygin olarak kullanilan iyon degistiricilerin, degistirdikleri iyon yiiklerine gore
tiirleri, destek maddeleri, destek maddesine kovalent olarak bagli iyonik gruplari, karsi
iyonlari, pH kullanim araliklar1 ve zayif veya kuvvetli iyon degistirici tiirleri Cizelge

1.4.6.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.4.6.1 Yaygin kullanilan iyon degistiriciler (Telefoncu,1996)

Iyonik Grup pH Kullanim Mevcut Maddeleri
Aralhig

Anyon Degistiricileri
Zayif Anyon Degistiricisi Dekstran,
Dietilaminoetil (DEAE) Agaroz,
Fonksiyonel Grup: Bilyelestirilmis seliiloz,
-0-CH,CH,N+ > Lifli seliiloz,
-(CoHs),H CI Mikrograniiler seliiloz
Kars1 iyon: CI’

Kuvvetli Anyon Dekstran,

Degistiricisi Lifli seliiloz
Kuaterner aminoetil

(QAE)

Fonksiyonel Grup: 2-10

-O-CH,CH,N'-

(C,H5),CH,CH(OH)CH3

Cl-

Kars1 iyon: CI’

Katyon Degistiricileri

Zayif Katyon Degistiricisi Dekstran,
Karboksimetil (CM) Agaroz,

Fonksiyonel Grup: 3-10 Lifli seliiloz,
-0-CH,COO — Na* Mikrograniiler seliiloz
Karst iyon: Na*

KuvvetliKatyon Degistiricisi Dekstran,

Siilfopropil (SP) Mikrograniiler seliiloz
Fonksiyonel Grup:

-0-CH,CH,CH,S0; 12

—Na'

Kars1 iyon: Na"
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Iyon degistiricilerin kars1 iyonlar1 absorplama kabiliyeti kantitatif olarak kapasite
olarak tanimlanir. Iyon degistiricisinin total kapasitesi, o iyon degistiricisinin kuru
graminda bulunan yiiklii ve potansiyel olarak yiiklii gruplarin miktaridir. Genel olarak
miligram kuru agirlik bagina iyonlasabilen gruplarin miliekivalenleri olarak ifade edilir
ve deneysel olarak titrasyonla tayin edilir. Iyon degistiricisinin kapasitesi destek
maddesinin gdzeneginin fonksiyonudur. imalatcilarim literatiiriinden protein i¢in mevcut
kapasite mikrograniiler, bilyelenmis seliiloz ve agaroz i¢in ¢ok benzerdir (0,11-0,15 g
albumin / ml DEAE tiirevi iyon degistiricisi). Iyon degistiricilerin yiiksek kapasitesi ¢ok
biiylik hacimlerin prosesine ve sonra konsantre sekilde eldesine imkan verir.

Iyon degisim kromatografisi ile ayirmada temelde iki etap vardir: ilk etap drnek
tatbiki ve iyon degistirici iizerinde adsorpsiyon, ikinci etap ise adsorbe edilen 6rnek

bilesenlerinin kolondan ayrilmis olarak eliie edilmeleri (siizilmeleri) (Boyer, 1993).

1.4.6.2 Proteinlerin iyon-Degisim Kromatografisi fle Saflastiriimasi
Proteinler iyon degistiricilere zit yiiklii gruplar arasindaki iyonik etkilesimle tersinir
olarak baglanirlar. Baglanan proteinler ya tampon ¢odzeltisinin iyonik giici kademeli
olarak arttirilarak ya da tampon c¢ozeltisinin pH’1 degistirilmek suretiyle protein
yiizeyindeki etkilesen gruplarin yiikii yok edilmek suretiyle kolondan ayri ayri eliie
edilirler. Biitiin bu islemler esnasinda iyonik degistiricinin yiikii sabit kalacak bir pH
aralig1 secilmelidir yoksa biitiin proteinler kolondan ayrilmadan birlikte eliie olurlar.
Baglanma giicii hem proteinin izoelektrik noktasiyla hem de toplam yiikii ile
baglantilidir. Dolayisiyla ayn1 izoelektrik noktasina sahip iki protein denge izoelektrik
fokuslama ile ayrilmazken iyon-degisim kromatografisiyle ayrilabilirler (Johnstone ve

Thorpe, 1982).

1.4.6.3 Tyon Degistiricinin Se¢imi

Amfoterik maddeler olan proteinlerin net yiikleri degiskendir. Diisiik pH’larda pozitif,
yiiksek pH’larda negatif ve izoelektrik noktada (pl) ise sifir yiikliidiir. Proteinlerde
etkilesime giren ylik gruplar1 baslica karboksil, amino veya tersiyer amino gruplaridir.
Dolayisiyla anyon degistiricileri proteinlerin protonsuz karboksil gruplarini1 baglarken
protonlanmis amino gruplarint iter. Genel kaide olarak toplam aspartik asid ve glutamik
asid arti@1 degisken proteinler anyonik degistiriciler ile ayrilirken, lizin, arjinin ve
histidin igerigi farkli proteinler katyonik degistiricilerle ayrilabilirler. Ancak, bu kaide

kesin bir kaide degildir, zira baglanmay1 etkileyen bir¢ok faktdér vardir. Bu sebeple
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proteinlerin ayrilmasina tesebbiis edilmeden protein karistminin hem asidik hem de
bazik sartlarda poliakrilamid jellerle elektroforezinin yapilmasinda fayda vardir.
Elektroforetik ayrimlar, yaklagik olarak anyon ve katyon degisim kromatografisinin
analitik versiyonlar1 olarak hizmet ederler. Ornegin, eger karistmin iyi bir ayirim
alkalin elektroforezle elde edilirse o zaman preparatif olarak benzer pH’ta anyon
degistirici ile ayrilabilir. Prensipte amfoterik molekiiller hem anyon hem de katyon
degistiricilerine baglanabilirler ama biiyiik biyomolekiillerle ¢alisilirken kararlilik pH
araligininda dikkate alinmasi1 gerekir. Kararli pH araligi, biyomolekiiliin denatiire

olmadigi pH araligidir (Pharmacia Fine Chemicals, 1980).

1.4.6.4 Tampon Sec¢imi

Tampon ¢ozeltisinin pH’1 iyon degistiricinin ¢aligma araliginda olmal1 ve proteine zarar
vermeyecek pH araliginda bir degerde olmalidir. Proteinin degistiriciye baglanmasi i¢in
pH izoelektrik noktasinin en az yari, tercihen bir birim uzaginda (anyon degistiriciler
i¢in iistiinde, katyon degistiriciler igin altinda) olmalidir. izoelektrik noktasinin ¢ok
tizerindeki veya ¢ok altindaki pH’lar gereginden daha kuvvetli baglanmay1
indiiklediginden sonucta denatiirasyon ve diisiik geri kazanima yol agar.

Proteinlerin baglandigi pH’taki tampon baglangi¢ tamponu olarak alinir, zira
proteinler baglanmali ancak serbest kalacaklar1 pH’a yakin pH’ta olmalidir ki, ¢ok
yiiksek glicte iyonik gii¢ kullanilmadan kolondan eliie edilebilsinler. Baslangi¢c pH’1
ayn1 zamanda zayif m1 kuvvetli mi iyon degistirici kullanilmasinin gerektigini gosterir.
Zayif iyon degistiriciler, anyon degistiricilerde pH 6’nin altinda katyon degistiricilerde
pH 9’un iizerinde yiiklerini kaybetmege baslarlar. Kuvvetli iyon degistiriciler sadece

cok diisiik iyonizasyonlu maddelerin ayiriminda kullanilir.

1.4.6.5 Kolon Secimi

Diger kolon kromatografilerinde de oldugu gibi kullanilan cam kolonun i¢ ¢ap1, kolon
boyunca ayni olmali, ¢ikis noktasinda “6lii hacim” miimkiin oldugunca az olmalidir.
Cikis muslugu deliginin i¢ ¢cap1 1 mm civarinda olmalidir. En kullanigh kolonlarin boyu
90-100 cm olup ¢ap1 drnegin miktarinca belirlenir. Ornegin hacmi total kolon hacminin
% 5’ini gegmemeli hatta iyi bir ayirim i¢in % 1-2 tercih edilmelidir. Genelde 10-30 mg
protein/100 ml regine iyi bir yiiklemedir. Daha fazla protein verimi arttirirken ayirimi
diigiirtir. Dolayisiyla iiriintin saflig1 azalir. Az yiikkleme ise, ayirimi arttirirken verimi

diisiiriir. Iyon degisim kromatografisinde genelde 20-30 cm kolon boyu uygundur. Hatta
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daha kisa kolon boylar tercih edilir. Tatbik edilen 6rnek hacmi 6nemli degildir, zira

baglanan proteinler konsantrasyondan fazla etkilenmezler.

1.4.6.6 Ornek Tatbiki ve Eliisyon

Ornek tatbik edilmeden baslangi¢ tamponu ile dializ edilmelidir. Sonug¢ hacmin énemi
yoktur. Ormegin uygulanmasindan sonra kolon hacminin iki kat1 hacimdeki baslangig
tamponu ile yitkanmalidir ki baglanmamis proteinin tamami kolondan eliie edilebilsin.
Baglanan proteinler bundan sonra artan iyonik gii¢teki tamponla veya pH’1 degistirilmis
tamponla (anyon degistiricilerde pH diisiiriilerek, katyon degistiricilerde pH
yiikseltilerek) veya hem pH’1 degistirilerek hem de iyonik gii¢ arttirilarak eliie edilir.
Iyonik giiciin degistirilmesi genelde tercih edilir. Ciinkii bu daha iyi kontrol edilebilir.
Sonug iyonik giiciin 1,0 olmas1 genellikle cogu proteinleri eliie etmek i¢in yeterlidir. Ya
tampon konsantrasyonu arttirilir ya da tampon konsantrasyonu sabit tutulurken diger
iyonlar 6rnegin sodyum kloriir iyonlar1 arttirilir. Sodyum kloriir iyonlarinin arttirilmasi
genelde daha iyi bir yontemdir. Ciinkii tamponlama kapasitesi dolayisiyla pH ayirim

boyunca sabit kalir (Johnstone ve Thorpe, 1982).

1.4.6.7 Jel Gegirgenlik Kromatografisi

Proteinler, molekiil biiyiikliigline gore ayrilirlar. Kolon, jel boncuklar (sephadeks
(capraz baglanmis dekstran) vb polisakkarid veya poliakrilamid polimer) ile doldurulur.
Protein karisimini igceren tampon, kolondan gegirilir. Proteinlerin, matriksteki porlara
takilma ytizdesi, biliylikliigi ile ters orantilidir. Porlara takilan proteinler daha yavas

stiriiklenirler. Biiylik miktarda protein karisimi saflastirilabilir.

34



\ 7\ A solut*miktarl

0 Kiiciik >

bonc{flil a; Z: molekii]ler elitent voliimii
bitvilk
molekuller\

|

-;;’
O/ U U g & &/ Wy o Y

Proteinlerin eliisyonu: en buyuT( —)en kiiguk

Sekil 1.4.3 Jel gegirgenlik kromatografisi

Bu yontem dogal ve yapay polimer karigimlarini ayirmada kullanilir. Bu
yontemde sabit faz gozenekli bir re¢inedir. Regineler biiyiik molekiil agirlikli polimer
maddelerdir. Gozeneklere girip ¢ikan kiiclik molekiiller kolonu daha ge¢ terk eder,
gozeneklere girmeyen biiylik molekiiller kolonu 6nce terk ederek ayrilirlar. Burada

ayirma molekil biiylikliigiine goredir.

1.4.7 Elektroforez
Sulu bir ¢ozelti i¢inde, siispansiye ya da ¢oziinmiis kiiclik elektrik yiiklii pargaciklarin,
uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile go¢ etmesi siirecine elektroforez denir. Bu
kiigiik parcaciklar; bakteri hiicreleri, virilisler, protein molekiilleri veya sentetik
parcaciklar olabilir. Dogal olarak bu pargaciklarin ¢ogu elektrik yiikii tasirlar
(Yildirim, 1985).

Diger bir deyisle elektroforez ortam pH’sina gore, pozitif (+) ya da negatif (-)
olarak yiiklenen kolloid taneciklerin, bir elektrik alaninda, kendi net yiiklerine zit yiik

tasiyan anot veya katoda dogru farkli hizlarda siiriiklenmeleridir.

Bir ¢ozeltide bir iyon elektrik alani etkisi altinda sabit hizla hareket yapar ve

bu hiz elektrik alan siddeti ile orantilidir, Nicel olarak,
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yazariz. Burada V iyonun hizi p mobilitesi (hareketlilik) ve E elektrik alan
siddetidir. Mobilite ortam ve tanecik 6zelliklerine baghdir. Farkli iyonlar i¢in farkli

degerler gosterir.

Bir iyonun bir ortam ic¢inde sabit hizla yayilmasi ve yayilma hizinin iyonun
bicimine bagli olmasi biyolojide 6nemli bir uygulama yeri bulmustur. Mobiliteleri
birbirinden farkli iki cins pozitif iyon ihtiva eden bir ¢6zelti diisiinelim Ayni1 elektrik
alaninda ayn1 yonde kazandiklar1 hizlar birbirinden farkli olur. Hizlarin farkli olmasi

belli siirelerde alinan yollarin farkli olacagini ortaya koyar (Giiner, 1979).

Yiikli makromolekiillerin elektriksel alan etkisinde goglerinden yararlanarak,
makromolekiil karigimini ayirmak, oOzelliklerini ve konsantrasyonlarini belirlemek
olanaklidir. Protein molekiillerini ayirmak igin, elektroforez yontemi kullanilabilir.
Ciinkii, plazma proteinleri farklt molekiil agirliklarina ve elektriksel o6zelliklere
sahiptirler (Pehlivan, 1997).

Proteinler; elektrik yiikii, biiyiikliikleri (yiik/kiitle orani), sekil gibi 6zelliklerine
gore ayrilirlar. Elektroforez, genellikle poliakrilamid jel {izerinde yapilir. Proteinlerin

saflastirilmasinda kullanilmaz.
Elektroforez yonteminin degisik bi¢imleri vardir.

o Kagit elektroforez

e Serbest veya hareketli cephe elektroforez
e Kusak (zone) elektroforezi

¢ Disc elektroforezi:

e Izoelektrik odaklama

e SDS-Jel elektrofororezi

Elektroforetik yontemler;
¢ Karigim i¢inde bulunan protein sayisini tespit etmek (kagit ve jel elektroforezi)
o Saflastirilmig proteinin saflik derecesini belirlemek (SDS-PAGE).
e Saflastirilmis proteinin molekiil kiitlelerini tayin etmek (SDS-PAGE) amaciyla

kullanilir.
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1.4.7.1 SDS-Jel Elektrofororezi

Poliakrilamid jel, ¢apraz bagl akrilamid polimeridir. igerigindeki akrilamid ve N,N’-
Metilenbisakrilamid eklenen amonyum persiilfat tuzunun siilfatiyla birleserek

polimerlesir.

Poliakrilamid jel elektroforezinde SDS-PAGE kullanilir. Burada SDS; Sodyum
Dodesil Siilfat-anyonik deterjandir. PAGE ise poliakrilamid jel elektroforezinin
kisaltilmis seklidir.

i
Na+ 0 “‘|SI“‘O““ (CH2)110H3
O

Negatif yiiklii SDS, proteinlerin kuarterner, tersiyer ve sekonder yapilarini bozar,
katlar1 acilan peptid zincir, SDS ile sarilarak misel goriiniimii kazanir. Zincirde yer alan
her iki amino asit artifina bir molekiil SDS baglanir ve proteinlerin hepsi negatif

yiiklenir.

SDS-PAGE ile proteinler, net yiikk ve sekillerine gore degil, sadece molekiil

biiyiikliiklerine gore birbirinden ayrilirlar.

SDS’in baglanmasiyla, dogal yapisini kaybeden proteinler, ayn1 sekil ve yiik/kiitle
oranina sahip olurlar. Elektriksel alan i¢inde proteinlerin hareketi sadece mol kiitlelerine
baghdir. Daha kii¢lik olanlar, daha hizli siiriklenir ve proteinlerin alt iiniteleri
birbirinden ayrilir (http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com). SDS-polipeptid
kompleksi, SDS ile hazirlanmis bir jele kondugunda, ortamdaki hizin1 belirleyen
temel etken molekiil kiitlesidir. Elektrik alani sadece, filtrasyon olayinin itici giicii
gorevini yapar. Bu yolla molekiil agirligi saptanirken ayni kosullardaki paralel bir
sistemde de molekiil agirlig1 bilinen bir protein elektroforeze tabi tutulur. Daha sonra da
bilinen ve bilinmeyen proteinlerin kendi jel kolonundaki konumlan karsilastirilarak
bilinmeyen proteinin molekiil agirligt saptanir (Celebi, 2000). Sonug¢ olarak,
elektroforez olayindan tipta, ozellikle serum proteinleri incelenerek teshis ve

arastirmada yararlanilmaktadir. Belli bir pH degerli elektrolitik ortamda farkli
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proteinlerin farkli mobilitelere sahip olmasi nedeni ile proteinlerin birbirinden
ayilabilmesi ve ayrica biyokimyasal yontemlerle nitel ve nicel analizlemenin

yapilmas1 miimkiin olmaktadir (Giiner, 1979).

Elektroforez, tiirlerin protein (¢ogunlukla enzim) benzerliklerini degerlendirmeye
yarayan bir tekniktir. Tirlerin igerdikleri proteinlerin benzerligi genetik benzerliklerinin
bir Olgiisii oldugundan bu teknikle karsilastirilacak bireylerden alinan doku
orneklerinden hiicre zarlarini mekanik olarak parcalamak suretiyle suda c¢oziinen
proteinler elde edilir. Bu ¢ozelti bir jel i¢ine konduktan sonra, i¢ginden elektrik akimi
gecirilir. Her proteinin akima molekiiler biiylikliik ve elektrik yiikiine gore farkli yanit
vermesinden yararlanilarak dokular arasindaki farklar ve benzerlikler saptanabilir

(Demir, 2009).

1.5 Molekiiler Liiminesans Spektroskopisi

Calisma ilkesi: Molekiiler liiminesans spektroskopisinde, analit molekiilleri, emisyon
(floresans, fosforesans ve kemiliiminesans) spektrumlari kalitatif veya kantitatif bilgiler
saglayacak sekilde uyarilir.

Floresans ve fosforesans, uyarilmanin fotonlarin absorpsiyonu ile olmasi
bakimindan benzerdirler. Bunun bir sonucu olarak, bu iki olay, siklikla daha genel bir
terim olan fotoliminesans ile ifade edilir. Sonradan goriilecegi gibi, floresans,
floresanstan sorumlu elektronik enerji aktariminin elektronun spininde bir degisiklik
olusturmamasi ile fosforesanstan ayrilir. Bunun bir sonucu olarak, floresans hemen yok
olan bir liiminesans olup, kisa Omiirliidiir. Buna karsilik fosforesans emisyonlar ile
iligkili elektron spinindeki bir degisme, 1sinlamanin bitmesinden sonra kolayca tespit
edilebilir bir siire kadar, genellikle birka¢ saniye veya daha uzun, igtmanin siirmesine
sebep olur. Birgok durumda, floresans veya fosforesans olarak foto liiminesans

emisyonu, onu uyarmak i¢in kullanilan 1s1maninkinden daha uzun dalga boyundadir.

Liiminesansin {i¢iincii tipi olan kemiliiminesans, bir kimyasal reaksiyon sonucu
olusan uyariImis bir tiirlin emisyon spektrumuna dayanir. Bazi durumlarda, uyarilmis
tiir, analit ve uygun bir reaktif (ozon veya hidrojen peroksit gibi kuvvetli bir yiikseltgen)
arasindaki bir reaksiyonun iirliniidiir. Bu durumda sonug, analitin kendisinden ¢ok,
analitin veya reaktifin yiikseltgenme iirliniiniin karakteristik bir spektrumudur. Diger
durumlarda, analit kemiliiminesans reaksiyonunda dogrudan yer almaz; bunun yerine,

analitin bir kemiliiminesans reaksiyonuna olan yavaslatici veya katalitik etkisi analitik
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parametre olarak is goriir. Fotoliiminesans veya kemiliiminesansin siddetinin 6l¢iimd,
eser miktarlardaki 6dnemli bazi inorganik veya organik tiiriin kantitatif tayinini miimkiin
kilar. Giiniimiizde, florimetrik yoOntemlerin sayisi, fosforesans ve kemilliminesans

yontemlerinin uygulamalarinin sayisindan énemli 6l¢lide daha fazladir.
NO + O3 2> NO,* + 0,
NO,* 2 NO, + & A (600 - 2800 nm)

Kemiliiminesansin analitik kimyaya uygulanmasi bagil olarak son yillarda
gelismistir. Kemiliiminesans olusturan kimyasal reaksiyonlarin sayist azdir ve bu
yiizden islem bagil olarak az sayidaki tiir ile sinirhidir. Ancak, kemiliiminesans vermek
lizere reaksiyona giren bilesiklerin bazilar1 6nemli bilesikleridir. Bu nedenle, yiiksek
secicilik, basitlik ve yontemin asir1 duyarliligi onun kullaniminin son yillarda artmasina

yol agmustir.
1.5.1 Floresans Spektroskopisi

Molekiiler floresans spektroskopisi, optik yontemlerden biri olan spektrofotometri
ile ilgili analitik bir yontemdir. Uzerine uygun dalga boyunda 1s1n yollanan molekiil bu
enerjiyi 10 "° saniye gibi ¢ok kisa bir siirede sogurmakta ve uyarilmis duruma
gegmektedir. Bu uyarilmis durumda molekiil kararsizdir. Uyarilmis haldeki molekiil,
fazla enerjisinin bir kismim ya da tamamim kaybetmeden; ancak 10 7 — 10 * saniye
kadar bu halde kalabilir. Uyarilmig durumundaki birgok molekiil fazla enerjilerini
komsu molekiillerle ¢arpisarak 1sisal dagitma ile harcar. Bazi molekiiller ise bu fazla
enerjilerini 151ma yaparak harcar ve temel duruma donerler. Sogurulmus 1sinin yeniden

yayinmasi genel olarak fotoliiminesans veya liiminesans olarak tanimlanir.

Fotoliiminesans, floresans veya fosforesans yayma olmak iizere iki sekilde olabilir:

5 floresans
Temel UV veya sogurum warlmis— yayinim > lemel -
Durum T Gorinir | — > durum durum veve
orunurisin yyarma fosforesans
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X+hy ——p X* —p X+hv'

X: Molekiul
h: Planck sabiti
v: Frekans

X*: Uyarilmis molekiil

v’: Salinim sirasindaki frekans

Molekiiliin uyarilmis durumundan temel duruma doniis sekline gore floresans
veya fosforesans yayma olusur. Bir molekiil sogurum ile temel elektronik ve titresimsel
durumdan uyarilmis haline gecer. Molekiil uyarilmis durumda iken titresimsel
enerjisinin fazlas1 molekiiller aras1 ¢arpigmalarla dagitilir. Daha sonra molekiil temel
enerji seviyesine ya dogrudan dogruya bir 151n yayarak floresans olusturur veya bir
triplet seviyeye gectikten sonra bir 151n yayarak doner. Bu seviyeden yayilan 1sina ise
fosforesans denir. Bu iki 15in yayma olaymin ortaya ¢ikmasi i¢in gegen zaman da

farklidir.

Floresans yayilmasi, molekiiliin enerjiyi sogurmasindan hemen sonra (yaklagik
10* -10" saniye) olur. Fosforesans yayilmast ise daha yavas ortaya ¢ikar. (> 10™ sn).
Bu nedenle floresans gosteren bircok madde enerji kaynagi uzaklastirildiktan sonra

goriilmezken, fosforesans gosteren maddeler 1s1maya devam edebilirler.

Floresans spektrometresinin i¢ kompartmani sekil 1.5.2°de gdsterilmistir.
Maddenin yaydig1 floresans i1sininin dalga boyu, madde i¢in karakteristik olmasindan
yararlanilarak kalitatif analizi yapilir (sekil 1.5.1). Diger taraftan yontemin daha yaygin
olarak kullanma alan1 kantitatif tayinlerdir. Belirli bir derisim araliginda yayilan
floresans 1smnmin siddeti, derisimi ile orantili oldugundan; bu maddelerin miktar

tayinleri yapilabilmektedir.

40



KOVET FLORIMETRE

Sekil 1.5.1 Spektroflorometrenin temel 6gelerini gosteren sema
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22 15:28

Sekil 1.5.2 Floresans spektrometresinin 6rnek kompartmani

Floresans, hem gaz hem sivi hem de kati haldeki sistemlerde ortaya ¢ikabilir.
Floresansin en basit sekli seyreltik atomik gazda goriilendir. Gaz haline getirilmis
sodyum atomlarinin 3s elektronlar1 589,6 ve 589 nm’deki 1sinin sogurumu ile 3p haline
uyarilabilirler. Uyarilmadan yaklasik 10® saniye sonra uyarilmis haldeki elektronlar
normal seviyeye donerken, sogurduklari ile ayn1 dalga boyunda 1s1n yayarlar. Bu cesit
floresansa rezonans 1s1nim veya rezonans floresans denir. Bu olay molekiiller arasi
carpismanin olmadig1 bazi kati maddelerde de olabilir. Bazi kat1 veya sivi haldeki
molekiiller daha uzun dalga boyunda floresans yayma yaninda ayni frekansta isinda

yayabilirler (Rayleigh yaymasi).

Molekiillerin floresans yayma oOzelliklerinden gelistirilen molekiiler floresans
spektroskopisi yontemi ile eser miktarlardaki bircok organik ve anorganik maddelerin

kalitatif ve kantitatif analizi yapilabilmektedir.

Yontemin en Onemli ustiinligli sogurum yontemine kiyasla ¢ok daha az
miktarlardaki maddelerin analizinin yapilabilmesi yani duyarlilifidir. Ayrica floresans
gosteren maddelerin ¢ok fazla sayida olmamasi yontemin segiciligini digerlerine kiyasla
arttirmaktadir. Fakat diger taraftan bu son 6zellik yontemin uygulama alanini sinirh

tutmaktadir.
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Floresans Spektroskopisinin Biyokimya ve Ilag Alaninda Uygulama Alanlar
¢ Protein yapisi
e Protein antikor etkilesimleri
e Donor-akseptor aras1 mesafe
¢ Proteinlerdeki ve membranlardaki enzim konfiglirasyonu
e Membranlarin dinamigi ve yapisi
e Membranlardaki gegirgenlik ve iyon iletimi
e Membranlardaki lipid dinamigi
¢ Niikleik asitlerin yapis1 ve dinamigi
¢ Fotofizik ve Fotokimya
e Uyarilmig bolgelerin karakterizasyonunda
e Molekiil i¢i serbestlenmelerin tayininde
¢ Karigimlarin yapisi
e Karigimlarin reaksiyon kinetigi
¢ Elektron transferi
e Proton transferi
¢ Hidrojen baglanmasi
¢ Difilizlenme
e Molekiillerin donme dinamigi
e Polimerlerin yap1 ve dinamikleri
e (Coziicii-¢cOzlinen etkilesimleri

¢ Yiizey caligsmalari

Petrol Arastirmalarinda; Ham petrol karakterizasyonu

Cevresel Aragtirmalarda; Kirliligin arastirilmasi ve tanimlanmasi

Analitik Kimya;

¢ Floresans maddelerin kompleks yapilarinin tani ve ¢oziimlenmesi

Farmakoloji;
¢ Biyolojik sistemlerle ilaglarin etkilesimi

e Anestezi arastirmalarinda
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1.5.2 Protein Floresansi

1.5.2.1 Triptofan ve Tiirevler
Triptofan, proteinler i¢indeki en yiiksek floresans 6zelligine sahip olan amino
asittir. Triptofan o kadar yaygin bir sekilde kullanilir ki, “dogal protein floresans” terimi

¢ogu zaman triptofan floresansi olarak adlandirilir.

Sulu ¢ozeltilerde triptofan, yaklagik 350 nm boyutuna ve yaklasik 60 nm enine
sahip genis ve yapist olmayan bir floresans bandi sergilemektedir. Farkli araglar
kullanilarak fakat ayni kosullar altinda hesaplanan triptofan floresans spektrumunun,
spektrum Ol¢limlerindeki farkliliklar yiiziinden diisiik seviyelerde olmak kaydiyla farkli
sekiller ve geniglikler (348-353nm) kazandigin1 belirtmek gerekmektedir. Maalesef,
yakin-ultraviyole bolgelerindeki aletlerin spektrum oOlc¢limleri ig¢in giiniimiizde heniiz
genel gecerliligi olan standartlar bulunmamaktadir. Dipolar anlardaki (yaklasik 4D)
biliylik artisin nedeni uyarim oldugundan dolayi, emisyondaki degisiklikler daha
kuvvetlidir. Bu degisiklik, kromofor dipoliinii ve ¢oziicli dipolleri iceren yonelim
gevseme siireglerinden kaynaklanmaktadir. Triptofanin emisyonunun ¢evrenin
hareketliligine ve kutuplasmasina karst olan bu duyarliligi, protein yapilart ve

dinamikleri caligmalarinda triptofan floresansini énemli bir ara¢ haline getirmektedir.

Hemen hemen biitiin kutuplu protein gruplar bir dl¢lide triptofan floresansini
sondiirebilir. Fotoiyonlagma, sistem arasi ¢aprazlagsma, uyarilmis yapilanma, uyarilmis
alan protonu ve uyarilmis alan elektron transferi muhtemel 1s1masiz siirecler arasinda
bulunmaktadir. Aspartik ve glutamik asit amino asitinin notr halde bulunduklarinda ¢ok
etkili dinamik soOndiiriiciilerdir. Lizin ve arginin de dinamik sondiiriiciilerdir, fakat
bunlar yiiklii halde bulunduklarinda daha etkilidirler. Diisiik pH degerine sahip histidin,
indol halkasiyla karmasik dizilimli bir yap1 olusturarak sondiiriici etkiye sahip
olabilmektedir. Daha diisiik etkinlikte olmak kaydiyla, protona sahip olmayan histidin

de triptofan floresansini sondiirebilmektedir. Tek sisteinin de etkili bir sondiiriicii
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olmasina ragmen, disiilfiir de triptofan floresansinin en gii¢lii sondiiriiciilerinden biridir.
Bunlara ek olarak, amit ve peptit gruplarinin da dinamik sondiiriiciiler olarak hareket
ettikleri gosterilmistir. Triptofan emisyonunun ve hem emiliminin spektrum
ortiisiimiinden dolay1, hem-igeren proteinlerde uzun-dizilimli enerji transferi soniimii
cok onemlidir. Bu gibi etkiler protein floresansi analizlerini karmasik hale getirse bile,
bunlar ¢ok Onemli yapisal bilgilerin elde edilmesi siire¢lerinde kullanilmaktadir.
Ornegin, membrana bagh sitokromda (bs) bulunan Trp-109 hem-sondiiriicii iki protein

alan1 arasindaki mesafe dagiliminin hesaplanmasinda kullanilmaktadir.

Triptofan; oksijen, hidrojen peroksit, iyadiir, bromiir, akrilamit, siiksinimit,
dikloroasetamit, piridinyum hidroklorid, NOs5’, Cs*, cu®’, Pb*", Cd*" ve Mn** gibi
bircok madde tarafindan meydana gelen sondiirmelere karsi gercekten ¢ok duyarlidir.
Sondiirticiilere kars1 olan bu duyarlilik, sondiirme 6l¢iimleri yardimiyla proteinlerdeki
triptofan amino asitlerinin ulagilabilirligini ve erisilebilirliginin  belirlenmesini

saglamaktadir.

1.5.2.2 Diger Dogal Floresanslar
En yiiksek floresans Ozelligine sahip olan ikinci amino asit ise, tirozindir. Fakat
tirozinin uygulanmasi ¢ofu zaman triptofan igcermeyen proteinlerle smirlidir.
Fenilalanin floresans1 ¢ok zayiftir ve protein caligmalarinda hemen hemen hig
kullanilmamaktadir. Diger bir dogal floresans sinifi, en bilindikleri NADH’e
(indirgenmis B-nikotinamid adenin diniikleotid) olan kofaktdrleri icermektedir.
NADH’nin floresans oOzellikleri bir¢ok c¢alismanin konusu olmustur. Sulu
cOzeltilerde, floresansin  kuantum  verimi ¢ok  diisiiktiir ve  molekiiliin
konformasyonundan dolay1 floresansin yasam siiresi subnanosaniye dizini igerisindedir.
Karacigere bagli olan alkol dehidrojenazi, floresansta ve emilimdeki maviye kayan bir
spektruma neden olurken kuantum verimindeki artisinda sebebidir. Substrat analog
izobiitiramit ile ticlii bir bilesik olusumu bu etkinin boyutlarin1 daha da artirmaktadir.
NADH’lerin yasam siiresi dagilimlari, nanosaniye dizilim ic¢inde degisiklik
gostermektedir. NADH’lerin yasam siiresi dagilimlari, ikili ve ii¢li bilesiklerde
uyarilmig bir alan reaksiyonunu ifade eden karmasik bir degisime maruz kalmaktadir.
Proteinlerdeki amino asitlerin var olan floresans Ozellikleri, kimyasal
denatiiranlar, sicaklik, pH degisimleri ve basincin neden oldugu katlanma/katlanmama

gecislerinin izlenmesi amaciyla uzun zamandir kullanilmaktadir. Ozellikle triptofan
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artiklarinin  floresan ozellikleri protein yapisinin bozulmasina etkin bir sekilde
duyarliyken, fenilalanin ve tirozinin diisiik miktardaki {irlinleri ve bunlarin problari bu
tiir ¢alismalar i¢in bir dereceye kadar daha az duyarlidirlar.

Floresans Ozelliklerdeki degisimler, protein katlanmis ve katlanmamis
profillerinin kinetik ve denge diizenlemelerinde ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmasina
ragmen bu degisimlerin fiziksel agiklamalarinin detaylarina nadiren rastlanmaktadir.

Genel olarak proteinin katlanmas1 iki basamakli prosesle iyi bir sekilde
anlatilmistir ve floresans 0zelligin izlenmesiyle elde edilen bilgiler (profiller), sirkiiler
dikroizm ile elde edilenlerle uyumludur. Boyle durumlarda, floresans profilleri protein
yapisindaki genel hasarlarin indikatdrleri olarak alinirken, bunlar triptofan artiklarinin
yerlerinin degismesinden kaynaklanmaktadir. Ancak bir c¢ok caligmada floresans
katlanma/katlanmama profilleri, 6zellikle triptofan artiklarinin yerlerindeki yapisal
degisikliklerden kaynaklandigindan, 2 basamakli olmayan davranisla agiklanmaktadir
(Banik ve ark.,1992, Mann ve ark., 1993). Bu nedenle bazi durumlarda floresans
profilleri katlanma/katlanmama gecislerinde gegici ve sabit ara iiriinler hakkinda bilgiler
verilmektedir.

Son yillarda bir ve iki triptofan iceren proteinlerin dogal durumlarinda var olan
floresansin tanimlamasinda ¢ok biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir (Szabo ve ark., 1985).
Proteinlerin floresans 6zellikleri oldukca karakteristiktir. Proteinlerin hem dogal hem de
denatiire durumlar1 arasindaki farkliliklardan dolayi, proteinlerin dogal ve denatiire
durumlarinin relatif iiriin miktart oranlar1 arasinda yaygin olarak degiskenlik
gostermektedir. Ornegin; bazi proteinlerde dogal durumda triptofan emisyonu yiiksek
oranda sondiiriilmektedir (Ornek; heme proteinleri). Boyle katlanmamis floresans siiresi
ve siddetinde biiylik artiglara yol agmaktadir. Diger yanda, diger proteinlerde dogal
durumda triptofan nispeten yiiksek miktardaki iirin iken, katlanmamis durumda
floresanst etkin sekilde sondiiriilmiistiir. Yukaridaki verilen referanslar, tek triptofan
iceren proteinlerin floresans diislislerinin tek eksponansiyel diisiisle nadiren
aciklanabilir ve diislis hizlarindaki bu heterojenligin  katlanmis yapilardaki
konformasyonel durumlarin heterojenligini yansittigini géstermektedir.

Simdiye kadar, kararli durum floresans siddetlerinin tek dalga boyundaki
emisyonlarindaki degisimlerinin Ol¢limleri yeterince bilgi verici degildir. Ancak
izlenebilir olarak protein katlanmalarinda floresans kullanimi genellikle basittir. Protein
yapilarinin indikatdrleri olarak baslica ii¢ parametrenin izlenmesi gereklidir. Bu iig¢

parametre; emisyonun siddeti ortalama enerji veya emisyonun ortalama dalga boyu ve
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polarizasyondur. Daha detayli ve iyi ¢oziimlenmis bilgiler elde edebilmek igin bu
parametrelerin karalt durum modu gibi zaman ¢6ziimlemede arastirilmadar.
SSal proteinde triptofan olmamasina ragmen alt1 tane tirozin kromoforu vardir.

Floresans spektrumu ise bize bu kromoforik yapilar1 hakkinda bilgi verir.
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Sekil 1.5.3 SSal’in iire ile denaturasyon egrisi

Basta sabit bir sekilde devam eden egrinin ilk kismi, eklenen iirenin proteini
denature etmeye bagladigini, daha sonra yiikselis gosteren egrinin ikinci kismi ise
denature olan proteinin kromoforik yapilarindan kaynakli bir sinyal artisinin meydana
geldigini gosterir. Son olarak da yine sabit bir sekilde devam eden iiclincii kismi ise
artik proteinin tamamen denature oldugunu gostermektedir. Peki, iire neden proteini
denature eder? Ciinkii iirenin yapisi proteine olduk¢a benzerdir. Yapisindaki NH bagi ve

CO bagi iireyi protein yapisina benzer kilar.

C
Ho,N™~ NH,

Proteinin ii¢linclil yapisini alabilmesi i¢in gerceklestirecegi zayif baglanmalari
engeller ve dipeptitilerin olugmasina engel olur. Bundan dolay1 protein gerekli yapiy1

alamaz ve denature olur (Bardwell ve Craig, 1987).
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1.5.3 Kemiliiminesans Olay1

Bir kimyasal reaksiyon, temel haline donerken, 151k yayan veya enerjisini daha sonra
emisyon yapacak baska bir tiire aktaran, elektronik olarak uyarilmis bir tiir verdigi
zaman kemiliiminesans meydana gelir. Kemiliiminesans reaksiyonlarina ¢ok sayida
biyolojik sistemde rastlanir ve bu olaya genellikle biyoliiminesans adi verilir.
Biyoliiminesans gosteren tiirler icin 6rnekler, atesbdcegi, deniz meneksesi ve bazi deniz
analari, bakteriler, tek hiicreli hayvanlar ve kabuklu hayvanlardir. Cesitli dogal

biyoliiminesans olaylarinin kimyasi tam olarak anlasilamamistir.
A+B>C*+D
C*>C+hl

Kemiliiminesans Ol¢meleri i¢in cihaz, oldukg¢a basittir ve sadece uygun bir
reaksiyon kab1 ve bir fotogogaltici tiipten ibaret olabilir. Genel olarak, tek 15in kaynagi,
analit ile reaktif arasindaki kimyasal reaksiyon oldugundan, dalga boyu secici cihazina
gerek yoktur. Zamanin bir fonksiyonu olarak, bir kemiliiminesans deneyinden elde
edilen tipik sinyal, reaktif ve analitin karigtirllmas1 tamamlandiginda, hizla en yiiksek
degere ulasir; sonra sinyalin daha az veya daha ¢ok iistel bozunmasi takip eder.
Kantitatif analiz i¢in ekseriya sinyal sabit bir zaman periyodu i¢in integre edilir ve ayni
yolla islem gormiis standartlar ile karsilastirirlar. Alternatif olarak, pik yiikseklikleri de
kullanilir. Sinyal ve derisim arasinda genis bir derisim araliginda genellikle dogrusal bir
iligki vardir. Kemiliiminesans yontemleri genellikle yiliksek duyarliliga sahiptirler.
Ciinkii giirtiltii yoklugunda diistik 151k seviyeleri bile kolayca izlenebilir. Ayrica, bir
filtre veya monokromator ile 1smin zayiflamasi séz konusu degildir. Gergekte
gozlenebilme simirlar1 genellikle dedektor duyarliligi tarafindan degil, reaktifin saflig
tarafindan belirlenir. Tipik gozlenebilme sinirlart milyarda bir (bazen daha az) ile

milyonda bir araligindadir.

Ozon, azot oksitler ve kiikiirt bilesikleri gibi atmosferik kirleticilerin tayini igin
yiiksek duyarlilik ihtiyaci sonucu, gaz bilesenlerinin tayini i¢in kemiliiminesans

yontemleri ortaya ¢ikmistir.

Sivi fazda analizlerde kemiliiminesans gosteren organik maddeler yardimiyla

inorganik tiirlerin analizi yapilir.
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Kemiliiminesans reaksiyonlarinin segiciligini artirmak, yontemi kemiliiminesans
reaksiyonlarinda dogrudan yer almayan analitlere de uygulayabilmek i¢in, istenen
analitin substrat oldugu ve tirtinlerden birinin kemiliiminesansla tespit edildigi bir enzim
reaksiyonundan sonra bir kemiliiminesans basamaginin yiiriitiilmesi yaygin bir

uygulamadir.

1.6.Biyoliiminesans

Biyoliiminesans, organizmalarda kimyasal bir reaksiyon ile 1sik {retimidir.
Biyoliiminesans, fosforesans ve floresans olaylarindan farklidir. Bir 151k kaynagindan
absorbe edilen 151k floresans ve fosforesansta degisik dalga boyunda farkli bir 1s1ma
olarak yansitilirken, biyoliiminesansta ise 151k olusumu i¢in gerekli enerji kimyasal bir
reaksiyonla hiicre i¢inde saglanir. Bazi karasal canlilarda (6rnegin ates bocekleri, bazi
sapkali mantarlar, baz1 toprak solucanlari, vb.) da goriilmekle birlikte, biyoliiminesans
esas olarak deniz canlilarinda goriiliir. Okyanuslarda yasayan organizmalarin %90’dan
fazlasinin biyoliiminesans 6zellige sahip oldugu bilinmektedir. Biyoliiminesans, derin

denizlerin baslica 151k kaynagidir. Eskiden endise ve korku ile izlenen bu olay,

giinlimiizde doganin en biiyiileyici ve harika olaylarindan biri olmustur (Gitelson ve

Levin, 1999).

Sekil 1.6.1 Ates Bocekleri

Bir organizmanin 151k c¢ikarmasinin temel nedeni halen kesin olarak belli
olmamakla birlikte, ¢ogu kez yasamsal fonksiyonlardan iireme, beslenme, savunma ve
iletisim kurma ile ilgili oldugu goriilmistiir. Bu nedenle, denizlerde yasayan degisik
gruplardaki canlilarin, yasamini siirdirmek amaciyla farkli zamanlarda 151k olusturan

benzer yapidaki sistemleri gelistirdikleri saptanmistir (Hastings, 1983, Herring, 1987).
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Tiim biyoliiminesans reaksiyonlari i¢in genel olarak bilinen birka¢ ortak 6zellik
vardir. Bunlardan birincisi oksijenin olmasidir. ikincisi lusiferin ve lusiferaz gibi iki
kimyasal maddenin gerekli oldugudur. Lusiferin reaksiyon i¢in temel substrat olup, 151k
tiretimini saglar. Lusiferaz ise bir enzim olup lusiferini okside eder ve 1sik ile inaktif
oksilusiferin olusturur. Cogu organizmada lusiferinin yenilenmesi beslenmeyle
baglantilidir veya igsel olarak yasamsal faaliyetleri i¢in sentezlenmektedir. Bir¢ok deniz
canlisinda lusiferin ve lusiferaz “Fotoprotein” denilen bir yap1 icinde birlikte
bulunmaktadir (6rnegin Aequorea’da aeguorin ve GFP= green fluorescent protein;
Obelia’ da obelin; kalamarlardaki symplectin; Pholas’da Pholasin, vb.) (Reichl v.d.
2000). Fotoproteinlerden 151k olusturulmasi Coelenteratac’da genellikle Ca®" gibi bir
iyonun sisteme eklenmesiyle tetiklenmektedir. Fotoproteinleri tagiyan yapilar fotosit ya
da fotofor olarak da adlandirilir. Biyoliiminesansta salinan enerji ¢ogu kez 1s1k
formunda oldugu i¢in, biyoliiminesanse “soguk 151k™ adi verilmektedir (Hasting, 1996;
1983; George ve Philips, 1997).

Lusiferin tipleri
Denizlerdeki yiizlerce ¢esit liiminoz canli olmasina karsin, 151k olusumunun temel
maddesi olan lusiferinin ilging bir sekilde sadece birkag tipi bulunmaktadir. Lusiferinin

bilinen 5 ana tipi bulunur.

Bunlar:

1) Bakteriyel lusiferin: Rediiklenmis riboflavin fosfat (FMNH,) tir; bakteriler, bazi
baliklar ve kalamalarlarda goriiliir.

2) Dinoflagellat lusiferini: Klorofile benzer bir yap1 gosterdigi icin klorofilden
tiirevlendigi diisiiniiliir. Dinoflagellatlar ile krillerde bulunur.

3) Vargulin lusiferini: Ostrakod’ lardan Vargula’da bulunur.

4) Solenterazin: En yaygin goriilen liisiferin tipidir. Bir¢ok filumda goriiliir (Radiolaria,
Ctenophora, Cnidaria, Cephalopoda, Copepoda, Chaetognatae, bazi baliklar ile
karideslerde bulunur).

5) Ates bocegi lusiferini: Reaksiyonda kofaktor olarak ATP’ye gereksinir. Ates
boceklerinde bulunur (Haddock ve ark., 2000; Jones ve ark., 1999).

Lusiferin’in ates bocegi tipi,
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Liiminoz Canlilar: Biyoliiminesans olayi, deniz canlilarindan bakteriler ve tek
hiicreli protistlere, kalamar ve baliklara dek hemen hemen her organizma grubunda
goriiliir. Biyoliiminesansin ¢esitliligi hakkinda fikir sahibi olmak i¢in asagida belirtilen
liiminoz canlilar listesine bir géz atmak yeterlidir. Bu listede belirtilen gruplar tiimiiyle
olmasa bile en azindan bir tiirliyle biyoliiminesanstir (Haddock, vd. 2000). Liiminoz
olan canli gruplari: Bakteriler , Funguslar , Dinoflagellatlar, Radiolaria - Isinlilar,
Cnidaria (Coelentarata), Scyphozoa (=Ger¢ek Mediizler), Hydrozoa (=Hidra-lar),
Anthozoa (=Mercanlar, Deniz sakayiklari), Ctenophora Nemertinler (=Kur-dela
kurtlar1), Mollusca (=Yumusakg¢alar), Deniz minaresi (bir tiir), Nudibranchia (birkac)
(=Deniz siimiiklii bocegi), Kalamarlar (bir¢ogu), Octopoda (birka¢) (=Ahtopotlar),
Annelida (birkag) (=Halkali solucanlar), Toprak Solucanlari, Pycnogonidler (=Deniz
oriimcekleri), Crustacea, Copepoda, Ostracoda, Amphipoda, Euphausidae (=kriller),
Chaetognatae (1 tiir) (=Kili¢ ¢eneliler), Echinodermata (=Derisidikenliler), Aste-roidea
(=Deniz Yildizlar1), Ophiuroidea (=Yilan Yildizlari), Holotharidea (=Deniz Hiyarlar1),
Hemicordata (=Yarim Kordali Kurtlar), Urochordata (=Kuyrugu kordalilar),
Pyrosomae, Tunicata (1 tiir) (=Tulumlular), Larvacea, Chordata, Kd&pekbaliklari,
Baliklar, Centipedae (=Ciyanlar), Millipedae (=Kirkayaklar), Insecta (=Bocekler), Ates
bdcekleri, Elanteritler, Mantar tatarcigi, Isikli kurtlar.

Biyoliiminesansin Calisma Prensibi
Biyoliiminesansin temel reaksiyonu asagidaki gibidir:

ATP
Lusiferin —— OKksilusiferin +ISIK

Lusiferaz

1.7 Amacg

Metabolik diizene yapilan etkiler organizmalar tarafindan uygun seviyeye getirilmeye
caligilir. Kimyasal dongiiler birbirlerini etkiledikleri i¢in metabolik yaniti tahmin etmek
zordur. Biyokimyasal siiregler model organizmalar (C. Elegans, Drosophila, hamster,
sican gibi) kullanilarak c¢alisilmistir. Model organizmalar segilirken ortam ve stres
kaynaklar1 gz oniinde bulundurulmustur. Romatizma c¢alismalart i¢in nemli yerlerde

yasayan sicanlar secilmistir. Ortamdaki stres faktorii, nem, sican tarafindan
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metabolizmasinin ¢alismasini  etkilemeyecek hatta faydali olabilecek seviyeye
getirilmistir. Giinlimiizde organizmalar, sanayi ve teknolojinin getirdigi negatif
etmenlerden dolay1 farkli stres kaynaklari ile basa ¢ikmak zorundadir. Ozon tabakasi
delinmesi sonucu ortaya ¢ikan faktorler, beslenme bozukluklarindan dolay1 ortaya ¢ikan

ve dolayli yoldan etki eden faktorler bu stres kaynaklarina 6rnek olarak verilebilir.

Siirekli sicaklik, besin eksikligi, oksijen eksikligi ve basing gibi streslere maruz
kalan kaplica baliklar1 hastaliklar ve aging arastirmalarinda potansiyel olarak iyi bir
canlidir. Bu baliklarin biyolojisinin ve fizyolojisinin stres yaniti ve aging molekiiler

mekanizmasinin tespiti gelecekteki caligmalar i¢in esas olusturacaktir.

Hsp70 proteinleri polipeptitlerin kararli konformasyona erismesine de yardimci
olurlar. Hiicre i¢in hayati Oneme sahip olan bu makro molekiiller peptitlere
baglandiklar1 zaman ATP hidrolizlerini artirirlar ve peptitin ii¢iinciil yapisin1 bulmasina
yardim ederler. Ayn1 zamanda ATP hidrolizi de peptite baglanmay1 artirir. Hsp70,
proteinlerin ii¢ boyutlu yapiya erismesini ve proteinlerin bu yapilarini korumasini
saglayan, tlirler arasinda evrensel olarak bulunan 6nemli bir proteindir. Bu protein
translasyon, membranlar arasinda protein tasima ve klatrin parcalanmasi gibi hiicresel
gorevlerine ilaveten Tigiinciil yapilarina kismi olarak erigmis proteinlere baglanip
agregasyonu Onleyerek hiicreleri stresten korur. Tiim bu farkli fonksiyonlar substratin
proteine baglanma ve salinmasina bagli olarak diizenlenmistir. Hsp’lerin normal
gorevleri hiicre igerisinde (proteinlerin katlanmasina yardim ederek ve proteinlerin
hazirlanmasini diizenleyerek) her proteinin baglayici olmasini saglamaktadir. Hsp’ler
hiicre igerisindeki peptidleri kusatarak sinirlandirilmalarini saglar. Hiicre igerisine
peptitler Hsp’ ler ile alinir. Bu proteinler hiicresel saperonlar gibi fonksiyon goriirler,
protein sentezinde ve tagsinmasinda rol oynarlar. Stres boyunca ¢ok sayidaki enzim ve
yapisal proteinde zararli yapisal ve fonksiyonel degisim meydana gelmektedir. Bu
sebeple stres altinda bulunan hiicrelerin hayatta kalmasinda, proteinlerin kendi
fonksiyonel konformasyonlarini siirdiirmek, dogal olmayan proteinlerin toplanmasini
onlemek, denatiire proteinlerin yeniden yapilanmasi ile tekrar fonksiyonel yapilarina
donmeleri ve fonksiyonel olmayan ama zararli olabilecek peptidlerin ortadan
kaldirilmast onemlidir. Boylece, Hsp/saperonlar hiicresel korumada tamamlayici rol
oynamak ve bazen bir arada ¢alismak suretiyle proteinleri stresten korumaktadir. (Wang

ve ark., 2004).
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Balik organizmalarda stresi ¢aligsmak i¢in iyi bir modeldir. Cyprinion macrotomus
(vurucu) ve Garra rufa obtusa (yalayici) Sivas balikli kaplicada yasayan iki Cyprinidae
tiiriidiir. Bu ortamda bir¢ok zorluk, yiiksek basing, diisiik oksijen miktari, asir1 sicaklik,

besin kitligi, agir metaller ve enfeksiyon siirekli fizyolojik stres olusturur.

Bu calismada oncelikle Cyprinion macrotomus ve Garra rufa obtusa'min beyaz
kaslarindan DEAE kolon kromatografisi kullanilarak Hsp70 saflastiriimasi
amaglanmigtir. Daha sonra bu Hsp70 protein ¢ozeltileri liisiferaz katlanma orani

liiminometre ile Olgiilecektir.

iki tiir balikdan saflastirilan protein ¢dzeltileri ATPaz aktivitesini belirlemek amaciyla
ATPaz reaksiyonu sonucunda substrat olan ATP’nin, ADP ve inorganik fosfata (P1)
parcalanmasiyla agiga c¢ikan Pi kolorimetrik olarak molibdat c¢oktiirmesiyle
belirlenecektir. Sonrasinda saflastirilan protein c¢ozeltilerinin  ADP  varliginda ve
yoklugunda florimetrik deneylerle denatiirasyon egrileri olusturulup Gibbs enerjileri

heaplanacaktir.

2. MATERYAL ve YONTEM

2.1 Deneylerin Yapildigi Yer ve Tarih
Bu calisma Cumhuriyet Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii Biyokimya
A.B.D. Do¢. Dr. Yusuf TUTAR’ in laboratuarlarinda Aralik 2008 — Aralik 2009

tarihleri arasinda yapilmaigtir.

2.2 Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler; agar, akrilamid, amonyum persiilfat
(APS), bisakrilamid, N,N,N’N’ — tetrametiletilendiamin (TEMED), sodyum dodesil
siilfat (SDS), dietilaminoetil (DEAE) regine, siir serum albiimini (BSA), sodyum
kloriir (NaCl), HCI, tris, agaroz, ylkleme ¢ozeltileri (Comassi Blue, Brilliant blue),
metanol, etanol, merkaptoetanol, izopropanol (merck), EDTA (etilen daimin tetra asedik
asit), PMSF (fenil metil siilfonil florid) (carlo erba), asetik asit, kolonlar, biitanol,
gliserol (merck), tire, MgCl,  ATP, Mohr tuzu (ferrik amonyum siilfat = FAS-6H,0),
TCA, Tiyotire, H,SO4, amonyum molibdat ((NH4)¢ MO7 Oy4 4H,0), potasyum fosfat
(KH,POy) (carlo erba).
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2.3 Kullanilan Cihazlar

Deneyde Spektroflorimetre (Shimadzu RF5301), c¢alkalamali karigtiric1 (Selecta) , pH
metre (Orion 250 A), manyetik karistirici, santrifiij (eppendorf ), analitik terazi (Gec
avery), otomatik pipet (Gilson), 6zel cam kolonlar, fraksiyon toplayici, peristaltik
pompalar (Pharmacia Biotech), elektroforez cihazlari (Labnet Inter national, Inc.
Edison, Nj, USA Model power station 300-220V), Ultra turrax homojenizatori,
liiminometre (Biofix lumi-10 Macherey—Nagel luminometer) ve otoklav (niive)

kullanilmaistir.

2.4 Hsp70 in Tris Tamponu Kullanilarak Homojenize Edilmesi ve Saflastiriimasi

2.4.1 Homojenizasyon (TRiS) Tamponunun Hazirlanmasi
10 mmolL™" TRIS(H,NC(CH,0H);), 10 mmolL™ NaCl, 1 mmolL" PMSF (Fenil metil

stilfonil florid) ile 1000 ml lik tris tamponu ph 7.5 olmak {izere hazirlandi.

2.4.2 Homojenizasyon Islemi icin Baliklarin Hazirlanmasi

Agir metal, pH, selenyum, sicaklik, oksijen eksikligi, besin eksikligi etkilerinin
sonucunda -20 °C sicaklikta saklanan baliklar ¢dziindiiriildiikten sonra steril bir bisturi
kullanilarak yiizge¢, kuyruk ve bas kisimlar1 ayrildi. Karinlar1 agilarak i¢ organlar
cikarilip, kaslar kiiclik pargaciklar haline getirildi ve ornekler tartildi. Herhangi bir

aktivite kaybina sebebiyet vermemek i¢in biitiin islemler buz iizerinde gergeklestirildi.

Protein saflastirmast i¢in kullanilacak olan baliklar kiigiik parcalara ayrilarak
baliklarin kaslar1 6nce 1/1 (w/v) oraninda serum fizyolojik (% 0,9 NaCl) ile ii¢ kez
yikandi. Yikanan balik kaslar tizerine 1/1 (w/v) oraninda Tris tamponu (10 mmolL™
Tris-HCI, pH =7,5, 10 mmolL" NaCl, 0,1 mmol L EDTA, lmmolL"' PMSF )
eklenerek bir kez daha yikama islemi gergeklestirildi (Sean ve Gretchen, 2001) ve
tizerine tekrar 1/1 (w/v) oraninda tris tamponu eklenerek buz {izerinde Ultra Turrax
homojenizatérii kullamlarak 9500-13500 (dk™') araliginda 5 dakika homojenize edilerek
hiicrelerin par¢alanmasi saglandi. Homojenize edilen 6rnekler Eppendorf —Cantrifiige
5810R santrifiij cihazinda 4 °C sicaklikta 1200 rpm’de, 30 dakika santrifiiriij edildi ve

elde edilen siipernatantlar ayrilip sterilmis edilmis ependorf tiiplere alindi.
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2.4.3 Hsp70 in DEAE Kromatografisi Kullanilarak Saflastirilmasi

3 tane ependorf tiip alinarak her birine 7 ser mL DEAE eklendi. 2000 rpm de 3 dakika
santrifiijlendi. Uzerindeki siv1 dikkatlice akitildi. Her bir tiip Tris tamponu ile 30 ml ye
tamamlandi. Tekrar 2000 rpm de 3 dakika santrifiijlendi. Bu islem iizerindeki sivi
alinarak iki defa tekrarlandi. Kalan reginelerden her bir tiipe baliklarin beyaz kaslar

homojenize edilerek elde edilen slipernatantlar eklendi. 1 saat ¢alkalayicida ¢alkalandi.

Tris tamponunun 0,1, 0,2, 0,3, 0,5 M lik NaCl tuz ¢ozeltileri hazirlandi. Regineye
tutturulan proteinler kolona yiiklendi. Fraksiyon toplayici ve peristaltik pompa da
diizenege yerlestirildi. Degisik derisimlerde tuz ¢dzeltileri bir tuz gradienti olusturmak
icin kolandan gecirildi. Bu sekilde proteinlerin ayrilmasi ve kolondan siyrilmasi
saglandi. Fraksiyon toplayict ile kolondan oOrnekler toplandi. Birbirinden ayrilmis
proteinler kolondan farkli zamanlarda ¢iktifindan karisim halinde bulunan proteinler
birbirinden ayrilmis oldu. Fraksiyon toplayici ile ayrilmis olan protein drnekleri UV -
spektroskopisinde 280 nm dalga boyunda absorbsiyonlar1 okundu. Yiiksek degerli
pikler veren fraksiyonlar poliakrilamid jele yliklendi (SDS-PAGE). Bu islem Cyprinion
macrotomus ve Garra rufa obtusa igin ayri ayr yapildi. Saflagtirmanin devaminda jel

gecirgenlik kromatografisi uygulandi.

2.4.4 Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi
SDS-PAGE jeli, ayirma (alt jel) ve derisim jeli (iist jel) olarak adlandirilan iki farkli
jelden olugmaktadir.

Ayirma Jeli (Alt Jel)

v 750 ul distile su

v 3750 ul 0,75 M Tris-HCI, pH 8,8/ %0,2 SDS
v 3 ml Akrilamid/ Bisakrilamid (19:1)

v 90 ul %10 APS

v 6ul TEMED
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Derisim Jeli (Ust Jel)

1050 pl distile su

1500 pl 0,25 M Tris-HCL, pH 6,8 / %0,2 SDS
390 pl Akrilamid / Bisakrilamid

60 ul %10 APS

3 ul TEMED

AN N NN

SDS-PAGE camlari su ve deterjan yardimiyla temizlendi. Yiizeyinde herhangi bir
partikiil veya suyun kalmamasi i¢in % 70’lik alkol ¢ozeltisiyle silindi. Daha sonra, SDS -
PAGE i¢in gereken diizenek kuruldu (BIORAD Miniprotean dikey elektroforez
sistemi). Camlarin arasina ilk once 3,2 ml ayirma jeli dokiildii. Diiz bir yiizey elde
etmek ve jelin havayla temasini 6nlemek i¢in bir enjektor yardimiyla jelin yiizeyi su ile
doygun biitanol ile kapatildi. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra su ile doygun
biitanol uzaklastirild1 ve jel bu kez distile su ile yikandi. Yikama sonrasinda kalan su,
kiigiik parcalar halinde kesilmis 3 MM Whatman kagidiyla alindi. Bu islemlerin
ardindan hazirlanmis olan derisim jeli ayirma jelinin lizerine dokiildii ve tarak hizlica
yerlestirildi. Boylece yiiklemenin yapilacagi kuyular agilmis oldu. Derigim jelinin
polimerlesmesi ve kuyularin olusumu i¢in yeterli bir siire (yaklasik olarak 20 dakika)
bekledikten sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Kuyular, drneklerin jele girisinde sorun
olabilecek her tiirlii kalintinin uzaklastirilmasi i¢in 1x SDS-PAGE yiiriitme tamponu ile
yine bir enjektor yardimiyla yikandi. Tampondan geriye kalanlar ucu ¢ekilmis bir pastor
pipeti kullanilarak vakumla alindi. Ornekler jele yiiklendi ve kuyularin {ist kisimlaria

1x SDS-PAGE yiiriitme tamponu eklendi.

2.4.5 Orneklerin Hazirlanmasi

Eppendorf tiiplerine SDS-PAGE i¢in ayrilmis 6rnekler, 20 ul 2x yiikleme tamponu ile
¢oziildii. Eppendorf tiiplerindeki 6rnekler (protein ¢ozeltisi), vorteksle karistirilip, kisa
bir ¢Oktiirmenin ardindan 5 dakika boyunca 100°C de bekletildi. Isinan 6rnekler

kuyucuklara otomatik pipet kullanilarak yerlestirildi.

Belirteg icin:  40ul BSA + 40ul 2x yiikleme tamponu
Ornekler icin: 40 Protein ¢dzeltisi + 40pul 2x yiikleme tamponu
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Yiikleme Tamponu

- 50 mM Tris-HCI, pH: 6.8, % 1 SDS,
-2mM EDTA,

- % 1 B-merkaptoetanol,

- % 10 gliserol,

- % 0.002 Bromofenol mavisi

2.4.6.Elektroforez

Ornek

Goelin
yonu

=

Sekil 2.4.1 Hazirlanan Orneklerin Kuyucuklara Yiiklenmesi

Hazirlanan ornekler kuyucuklara yiiklendikten sonra 1x SDS-PAGE yiiriitme
tamponu ile doldurulmus elektroforez tanki igine yerlestirildi. Ornekler, derisim
jelindeyken 100 Voltta, ayirma jeline gectikleri andan itibaren ise 120 voltta yiriitiildi.
Yiiriitme, yiikleme tamponunda bulunan bromofenol mavisi ayirma jelinden ¢iktiktan
sonra 20 dakika daha siirdiiriildiikten sonra durduruldu.

Ayirma jeli, sol iist kenarindan kiigiik bir par¢a kesilerek isaretlendi ve ardindan
jel boyama c¢ozeltisi i¢inde calkalanarak iyice boyanana kadar bekletildi. Boyama

isleminin ardindan jel, aritma ¢6zeltisine alindi ve boyanin agilmasi saglandi.

5x SDS-PAGE yiiriitme tamponu: 15 g Tris baz, 72 g Glisin ve 5 g SDS, distile su ile

1 litreye tamamland1 ve pH 8.3¢ ayarlandi.
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Boyama Cozeltisi: 100 ml % 10 asetik asit, 100 ml % 95°lik alkolde ¢oziilmiis % 0.25

Coomassie mavisi ile hazirlandi.

Aritma Cozeltisi: % 5 asetik asit, % 50 etanol ile hazirlandi.

2.5 Liisiferaz Katlanma ve Termal Aggregasyon Deneyleri

6 M’lik iire ¢ozeltisi hazirlandi. Ure ile denatiire edilen lusiferaz iki balik tiiriinden
ekstrakte edilen ve DEAE iyon degisim kromatografisi ile saflastirilan Hsp70 ler ile
seyreltilerek liisiferaz test ¢ozeltisinde renaturasyonu hesaplandi. Kor olarak Bovine
Serum Albumin (BSA) kullanildi. Liisiferaz kemiliiminesans 06zelligi oldugu i¢in
katlanma orani liiminometre (Biofix lumi-10 Macherey—Nagel luminometer) ile takip

edildi (Tutar, 2006; Place ve Hofmann. 2001).

2.6 ATP Hidroliz Deneyleri

ATPaz reaksiyonu sonucunda substrat olan ATP’nin, ADP ve inorganik fosfata (Pi)
parcalanmasiyla aciga ¢ikan Pi’nin kolorimetrik olarak molibdat c¢oktiirmesiyle
belirlenmesi esasina dayanan bu ydntem, Goldenberg ve Fernandez’e (1966) gore

uygulandi.

Reaksiyonun birinci basamagini standart ATPaz reaksiyonu olusturmaktadir.
ATPaz reaksiyonunda, 50 mM Tris-Cl (pH 8,0), 400 mM NaCl, 4 mM MgCl,, 2 mM
ATP ve 10 pg/pl saf protein kullanildi. Reaksiyon karigtmindan 0-40 dk zaman

araliginda 5’er dakika araliklarla ikinci basamak reaksiyon i¢in 20 ser ul alindi.

Reaksiyonun ikinci basamaginda ise, ATPaz reaksiyonu sonucu olusan Pi’nin
dolayisiyla ATPaz aktivitesinin belirlenmesidir. Birinci basamakta elde edilen
reaksiyondan 20 pl alinarak 1,5 ml ependorf icerisinde 500 pl tampon 1 (litrede 100 g
TCA, 10 g Tiyotire, 30 g Mohr tuzu (ferrik amonyum siilfat = FAS-6H,0)) eklendi ve
oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Siire sonunda 13.000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenerek siipernatant yeni bir tiipe alind1. Uzerine tampon 2 (200 ml’de 45 ml
konsantre H,SO4, 22 g amonyum molibdat) eklendi ve karisim 1 saat boyunca oda
sicakliginda tutuldu. Siire sonunda, enzim igermeyen reaksiyon karsimi kor olarak

kullanilarak fosfor standardi (5 mg/100 ml fosfor standardi olarak 0,2197 g/l KH,PO,)
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ile birlikte ODggo Olclimleri yapildi. Proteinli ve proteinsiz reaksiyonlar arasindaki fark
alinarak formiilde yerine konuldu ve proteinin saliverdigi Pi miktar1, mg/100 ml olarak
hesaplandi. Bu aynm1 zamanda enzimin ATP’yi parcalama degeri olarak alindi.

Kullanilan formiil asagida verilmistir.

Reaksiyon farkinin absorbansi
mg/100 ml fosfor olusumu = x5
Standart reaksiyonun absorbansi

2.7 Cyprinion macrotomus ve Garra rufa obtusa'dan Saflastirillan Hsp70 Proteininin
Florimetre Spektroskopisi ile Denaturasyon Deneyleri

Cyprinion macrotomus ve Garra rufa obtusa'dan saflastirilarak elde edilen Hsp70
protein ¢ozeltilerinin 290 nm’de 300-500 floresans araliginda ve 5-5 nm yarik

aralifinda emisyon spektrumu alindi. Maksimum dalga boyu belirlendi.

9 M’lik iire ¢dzeltisi hazirlandi. Ure, derisimi 0’ dan baslayarak farkli iire ve niikleotit
derisimlerinde proteinler titre edilerek floresan degerleri elde edildi. Titrasyon
egrisinden katlanmis / katlanmamis protein oranlari tespit edilerek serbest enerji
degerleri hesaplandi. Bu degerler iire derisiminin sifir oldugu “y” eksenine ekstrapole
edilerek proteinin termodinamik kararliligi hesaplandi. Grafikten 1 ve 2 numaral
esitlikler kullanilarak proteinlerin karaliliklar1 hesaplandi. Daha sonra bu ¢ozeltilere

0.95M’lik ADP (adenozin di fosfat) eklenip ayn1 slemler niikleotit varligina tekrarlandi.

e FU= (Yr-Y)/(Yr-Yv) 1)
e FF=(Y-Yu) /(Yr-Yv) (2)
»  FF = Katlanmis (baslangictaki) protein orani

»  FU = Katlanmamis (denature olmus) protein orani

» Y= Katlanmis proteinden kaynaklanan maksimum floresans

» Y = Denaturasyon egrisinde herhangi bir nokta

»  Yy= Katlanmis proteinden kaynaklanan minimum floresans

Bu degerlerden asagidaki K (denge sabiti) her bir {ire derisimi i¢in hesaplandi.

e K=FU/FF 3)
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Son olarak da hesaplanan K degerlerinden AG degerleri hesaplandi.

e AG=-RThK @)

Bu degerler x = 0 noktasina ekstrapole edilerek iiresiz ¢ozeltideki proteinin Gibbs

serbest enerjisi hesaplandi.

3. BULGULAR

3.1 Hsp70 Saflastirilmasi

Iki tiir baligimizin beyaz kaslarindan homojenize edilerek DEAE kolon kromatografisi
kullanilarak ayrilan proteinlerin daha sonra UV- spektroskopisinde 280 nm dalga
boyunda absorbsiyonlari okundu. Yiiksek degerli pikler veren fraksiyonlar BSA proteini
ile birlikte poliakrilamid jele yiiklendi (SDS-PAGE). Bu islem Cyprinion macrotomus
ve Garra rufa obtusa i¢in ayri ayri yapildi. Hangi tiiplerde Hsp proteini oldugu

belirlenerek saflagtirma islemi yapilmis oldu.

Sekil.3.1.2 Hsp70 saflastirmas1 SDS-PAGE jeli. Sagdaki tekli bantlar Hsp70 izolesini

gostermektedir.

3.2 Liisiferaz Katlanma ve Termal Aggregasyon Deneyleri
Ure ile denatiire edilen lusiferaz iki balik tiiriinden ekstrakte edilen ve DEAE iyon
degisim kromatografisi ile saflastirllan Hsp70 ler ile seyreltilerek renaturasyonu

hesaplanmigstir. Kor olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilmistir. Hsp70
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yapilarinin  denatiire lusiferazin katlanmasina yardimlari diger organizmalardaki

homologlari ile benzerlik gostermektedir (6rnegin S.cerevesiae).

Cizelge.3.2.1 Garra rufa obtusa ve Cyprinion macrotomus 'dan saflastirilan Hsp

70’ in aktivitesinin zamanla degisimi

Zaman Kor BSA Garra Cyp
0,00 100 100 100 100
10,00 3 13 19 21
20,00 0 4 17 19
30,00 0 0 14 15
40,00 0 0 11 13
50,00 0 0 10 10
60,00 0 0 7 7

100

0
10,00
20,00 30,00 4000
Zaman (Dakika)

50,00 gg 0o

Sekil.3.2.1 Iki balik tiiriindeki Hsp70 proteinin zamana gore % aktivite grafigi
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3.3 ATP Hidroliz Deneyleri

18
0.97 1 b ® Cyprinion
0,94 - ° ®  Garra Rufa
0,88 - [ ]
& 0,8 s
< 0,78 °
c 0,96 - L]
C_U 0,92 [ ]
Q 0,86 [ ]
0,76 [ ]
T T T T T
0 5 10 15 20 25

Zaman (Dakika)

Sekil.3.3.1 Cyprinion macrotomus ve Garra rufa obtusa Hsp70 ‘inin ATP hidrolizi

sonucu zamana gore kalan ATP miktar1 grafigi

3.4 Cyprinion macrotomus ve Garra rufa obtusa’ dan Saflastirilan Hsp70
Proteininin Florimetre Spektroskopisi ile Deneturasyon Deneyleri

iki tiire ait Hsp 70 proteinlerinin florimetre ile elde edilen spektrumlardan en yiiksek
floresans siddetinin 338 nm oldugu tespit edilmistir. Daha sonra bu dalga boyundaki
floresans siddetlerine karsin eklenen {ire derisimleri grafige gecirilmistir (Sekil 3.4.1,

Sekil 3.4.2).

Bu grafikten konu 2.7 deki (1) ve (2) esitlikleri kullanilarak bulunan degerler esitlik (3)
de yerine yazilarak esitlik (4) de ki AG degeri hesaplandi.

o Cyprinion macrotomus i¢in Hsp70’in AG degeri 29,00 kJ mol™
J Garra rufa obtusa igin Hsp70’in AG degeri 30,00 kJ mol ™' olarak hesaplandi.
. Her iki tiire ait ADP varligindaki denaturasyon egrileri, serbest enerjiyi 2 deger

artirmaktadir.
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Katlanmis protein kesri

1,0 7

0,8 -

0,2 4

0,0 -

Ure konsantrasyonu

Sekil 3.4.1 Cyprinion macrotomus igin Hsp70 denaturasyon egrisi
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Katlanmis protein kesri

0,8 1

0,6 1

0,4 1

0,2 4

0,0 4

Ure konsantrasyonu

Sekil 3.4.2 Cyprinion macrotomus igin Hsp70 denaturasyon egrisi (ADP varliginda)
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Katlanmis protein kesri

1,0 4

0,8 4

0,6

0,4

0,2 A

0,0

Ure konsantrasyonu

Sekil 3.4.3 Garra rufa obtusa i¢in Hsp70 denaturasyon egrisi
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Katlanmis protein kesri

1,2 1

1,0 1

0,8 1

0,6

0.4 A

0,2 1

0,0 1

Ure konsantrasyonu

Sekil 3.4.4 Garra rufa obtusa i¢in Hsp70 denaturasyon egrisi (ADP varliginda)
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4. TARTISMA ve SONUC

Hsp70 ler yeni sentezlenen ve denatiire olmus proteinlerin dogal hale erigsmesine,
proteinleri agrege olmalarini engellemeye, agregatlarin ¢oziiniirliiiine ve hiicrede dogru
katlanmayan proteinlerin degredasyonuna yardimci olmaktadirlar. Hsp70 korunmus
biliyiik bir saperon ailesini olusturmakla birlikte cesitli hiicresel fonksiyonlarinin
yaninda, polipeptitlerin kararli konformasyona erismesine de yardimci olmaktadirlar.
Hiicre icin hayati 6neme sahip bu makromolekiiller peptitlere baglandiklart zaman ATP
hidrolizlerini artirirlar ve peptidin {igiinciil yapisini bulmasina yardim ederler. Ayni

zamanda ATP hidrolizide peptide baglanmay1 artirir.

Balik organizmalarda stresi ¢alismak i¢in iyi bir modeldir. Cyprinion macrotomus
(vurucu) ve Garra rufa obtusa (yalayict) Sivas balikl1 Kaplicada yasayan iki Cyprinidae
tiirtidiir. Bu tiirler 40 °C ye varan sicakliklarda yasarlar fakat normal yagama sicakliklari
en fazla 25 °C’a kadardir. Kaplicada ortalama sicaklik yil boyunca 35 °C dir. Bu
ortamda bir¢ok zorluk, yiiksek basing, diisiik oksijen miktari, asir1 sicaklik, besin kithigi,
agir metaller ve enfeksiyon siirekli fizyolojik stres olusturur bu iki tiir balik sayilan bu
stres faktorlerinden siirekli etkilenmesine ragmen hayatta kalmalar1 iyi bir model

olacagi sonucunu bize vermektedir.

Balikli ¢ermikteki iki tiir baliktan Hsp70 proteini saflagtirilmis ve biyokimyasal

ozellikleri incelenmistir.

Hsp70 proteinlerinin kararliliklar1 yaklasik 30 kj/mol olarak tespit edilmistir. Bu
proteinlerin subtrat proteinleri katlamalar1 iire ile denatiire edilen liisiferazi katlamasi
Olciilerek belirlenmistir. Elde edilen degerler diger tiirlere oldukca yakindir. Dolayisi ile
benzer bir mekanizma bu caligmadaki organizmalar i¢inde gecerlidir. Bu ¢alismanin
devami olan deneylerde baliklarin yasadigi ortamdaki selenyum miktarinin antioksidan
enzimleri ve Hsp70 miktarin1 artirdign goézlemlenmistir. Hsp70 miktarindaki artis
baliklarin strese dayanikliligin1 agiklamaktadir. Hsp70 proteinleri yalniz ¢calismazlar ve
yardimci (kosaperon) proteinlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu proteinlerin yardimi ile oldukca
fazla substrat proteini dogal konformasyonlarina ulastirirlar. Bu ¢alisma Hsp70 ile

sinirlandirilmis olup Hsp70 in substrat katlama o6zelligine liisiferaz kullanilarak

67



bakilmistir ve ayrica ATP hidrolizine sicakliktan etkilenmeyen ve fosfata bagli bir

mekanizma kullanilarak bakilmistir.

Yapilan deneyler baliklarin sicaklik, oksijen eksikligi, besin eksikligi, yiliksek
basing streslerine selenyum bagli Hsp70 ifadesi ve antioksidan enzimlerinin

aktivitelerinin artirmasi ile kars1 geldigi belirlenmistir.
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Say1 :M.58.0.101.0.71.00.00/ 1563 ~2%i1y ¢%./05/2008
Konu : Balikli Kaplicadaki baliklar.

VALILIK MAKAMINA

Cumbhuriyet Universitesi Rektorliigtintin 02.05.2008 tarih ve B.30.2.CUM.0.70.00.00/
658-1618 sayili yazilariyla, Universitenin Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii 6gretim
tyesi Yrd.Dog¢.Dr. Yusuf TUTAR’in “Cyprinidae Ailesi Aging (Yaslanma) ve
Norodejeneretif Hastalik I¢in Model Olarak Kullanilmasi” bashikli projesi i¢in Kangal Ilgesi
Balikli Kaplica’daki baliklart kullanarak calisabilmesi gerektigi bildirilerek, gerekli iznin
verilmesi istenilmektedir.

Belirtilen proje i¢in, Kangal Ilgeéi Balikli Kaplica’daki baliklar1 kullanarak ¢alisma
yapilabilmesi konusunda gerekli iznin verilmesini;

Olurlariniza arz ederim.
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BIYOKIMYA ANABILIM DALI BASKANLIGINA ;

01/05/2008 tarih ve 123 sayili “Cyprinidae ailesi baliklarinin aging (yaglanma) ve
norodejeneratif hastaliklar i¢in model olarak kullamlmasi” isimli Grup Aragtirma Projesi
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